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Abstract (Basic) : WO 200132693 A2 

NOVELTY - DNA sequence (I) encoding the MTR1 protein (sequence 
reproduced in specification) that: 

(i) has at least one biological activity of a TRP (transient 
receptor potential) family protein; 

(ii) is connected with etiology of BWS (Beckwith-Wiedemann 
syndrome) and/or 

(iii) is connected with tumors involving llpl5.5 abnormalities. 
DETAILED DESCRIPTION - INDEPENDENT CLAIMS are also included for the 

following: 

(a) a DNA sequence (la) encoding a, protein with the same biological 
activity as MTR1 ; 

(b) a ribozyme complementary to (I) and able to bind to and cleave 
RNA transcribed from it; 

(c) an antisense RNA complementary to (I) and able to bind to RNA 
transcribed from it; 

(d) expression vector (EV) containing (I) , the specified ribozyme 
or DNA encoding the specified antisense RNA; 

(e) host cells containing EV; 

(f ) MTR1 protein (II) , its fragments or proteins with equivalent 
biological activity encoded by (la) ; 

(g) production of (II) or its equivalents by culturing cells of 

(e) ; 

(h) antibodies (Ab) , or their fragments, that bind specifically to 
(II) or its equivalents; 
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(i) pharmaceutical composition containing (I) , the specified 
ribozymes or antisense sequences, EV, (II) or its equivalents, or Ab 
and its fragments; 

(j) diagnostic method for determining abnormal MTR1 expression; and 

(k) kit for method (k) containing (I) or Ab (or their fragments) . 

ACTIVITY - Anticancer; developmental. 

No biological data given. 

MECHANISM OF ACTION - MRT1 is involved in regulation of 
intracellular calcium ion levels, which are essential for cellular 
responses to hormones and/or growth factors; also in apoptosis and cell 
growth, death and differentiation, and in urogenital diseases, 
including polycystic kidney disease. 

USE - (I) Also related ribozymes, antisense RNA, proteins and 
antibodies (Ab) ) are used to treat or prevent diseases associated with 
altered expression of the MRT1 gene or activity of its protein, or with 
calcium influx into cells, e.g. BWS, Wilms tumor, rhabdoid tumors and 
rhabdomyosarcoma. Probes from (I), or Ab, are also used for diagnosis 
of such diseases. (I) can also be used for recombinant production of 
MRT1 proteins (II) (used for analysis, characterization and therapy), 
as tissue or chromosomal markers, for identifying genetic diseases and 
related sequences, as primers for genetic fingerprinting, as source of 
oligonucleotides for biochips, and to raise anti -protein or anti-DNA 
antibodies. (II) are used to raise Ab, as reagents in competitive 
assays for (II), as tissue markers; for identifying interacting 
proteins and in screening for (ant) agonists . 
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@ MitTRP-Proteinen verwandtes Protein MTR1 und dieses codierende DNA-Sequenz 

® Boschrieben werden das Protein MTR1, das mtnde- 
stens eine biologische Aktivitat eines TRP-Proteins auf- 
weist und/oder mit der Atiologie von BWS und/oder mrt 
11p15.5-Veranderungen assoziierten Tumoren in Zusam- 
menhang steht, sowie mit MTR1 verwandte Proteine und 
diese Proteine codierende DNA-Sequenzen. Ferner wer- 
den an MTR1 bzw. dazu verwandte Proteine bindende An- 
tikorper sowie gegen die Expression von MTR1 gerichtete 
Antisense-RNAs bzw. Ribozyme beschrieben und Arznei- 
mittel und Diagnoseverfahren, bei denen die vorstehen- 
den Verbindungen zur Anwendung kommen. 
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Beschieibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft das Protein MTR1, das mindesteos eine biologische Akli vital eines Proteins der 
TRP-Familie aufweist, beispielsweise an der Ca 2+ - Regulation innerhalb der Zelle beteiligt ist, und/oder mit der Atiolo- 
5 gie von BWS und/oder mit 1 1 p 1 5.5- Veranderungen assoziierten Tumoren in Zusammenbang stent Weiter betrifft die Er- 
findung mit MTR1 verwandte Proteine und diese Proteine codierende DNA-Sequenzen. 

Anhand der Ergebnisse von zytogenetischen und molekularen Studien wurden verscinedene Erkrankungen mit dem 
humanen chromosomalen Bereich llpl5.5 in Verbindung gebrachL Die vorherrschende und die bdcbste Kompiexitat 
aufweisende Erkrankung ist dabei das Beckwith- Wiedemann Syndrom (BWS), das in einer Haufigkeit bed ca. einer Yon 
10 13700 Geburten auftritt Die Hauptmerkmale dieser ererbten Erkrankung sind Nabelbruch, Makroglossie und Riesen- 
wuchs kombiniert mit einem erhohten Risiko fur die Entwicklung von Tumoren, z. B. Wilms Tumor (WT), Rhabdoid- 
Tumore und Rhabdomyosarcoma. Obwohl die Mehrzahl der BWS-Falle nicht familar gehauft (= "sporadisch") auftritt, 
segregieren einige wenige Falle autosomal dominant mit einem praktisch ausschlicBlich mQtterlichen \fererbungsgang. 
In mit BWS in Zusammenhang stehenden Tumoren wird haufig der Verlust der Heterozygozitat (LOH) fiir llpl5.5 unter 
15 Beteiligung des mQtterlichen Allels beobachtet Die beobachtete funkdooelle Ungleichheit der vaterJichen und mutterii- 
chen Allele in somatischen Zellen beruht auf einer epigenetischen Modification, die "genomic imprinting" genannt wird 
Es konnte gezeigt werden, dafi die Storung dieses "imprinting" zu einer Entwicklungs-Fehlregulation fuhrt, die wie- 
derum in Fehlbildungen und bdsartigen Tumoren resuldert Der Verlust des "imprinting'' (LOT) von Ilpl5.5-Genen fin- 
del sich haufig in mit BWS in Zusammenhang stehenden Tumoren. Inzwischen wurde ein Bereich zwischen den chro- 
20 mosomalen Markern D11S648 und D11S1318 des Chromosoms 11 karderL Dieser umfaBt die "BWS critical region T 
(BWSCR1: D11S679-D11S551), welche einen Bereich darstellt, der durch die Bruchstellen chromsomaler Rearrange- 
ments m BWS-Patienten definiert wurde. 

Verschiedene Ilpl5-Gene mit Funktionen, die mit dem Wachstum in Zusammenhang stehen, wurden bereits charak- 
terisiert Dazu gehort beispielsweise IGF2. IGF2 ist ein vateriich transkribierter mit Insulin verwandter Faktor fur die 
25 Wachstumsregulation mit einer Schliisselrolle bei der Hormon-gesteuerten Zellproliferation. Eine signifikante Anzahl 
von BWS-Patienten bzw. Patienten mit Wilms Tumor zeigen hinsichtlich IGF2 eine einen Elternteil betreffeode Disomie 
(patUPD; patUPD = paternale uniparentale Disomie, d h. das vateiiiche AUel [hier: von IGF2] liegt doppelt vor, das 
mutterliche fehlt) oder einen verlust der Heterozygozitat (LOH). 

Somit liegt der vorliegenden Erfindung das technische Problem zugrunde, Gene bzw. deren Produkte zu identifizieren 
30 und bereitzustellen, die mit BWS und/oder mit BWS assoziierten Tumoren in Zusammenhang stehen und gegebenenfalls 
von diagnostischem und/oder therapeutischem Nutzen sind 

Die Losung dieses technischen Problems wind durch die Bereitstellung der in den Patentanspruchen gekemizeichneten 
Ausfuhrungsformen erzielt. 

Es wurde Oberraschenderweise ein Gen (MTR1) innerhalb von Chromosom 11 (lip 15.5) gefunden, das iiber die vor- 

35 stehenden Hgenschaften verfligt. 

MTR1 ist in llpl5.5 zwischen TSSC4 (= Gen Nr. 4 aus einem 2,5 Mb "tumor-suppressing subohromosomal transfe- 
rable fragment" der humanen Chromosomenregion llpl5) und KvLQTl (auf Chromosom 11 lokalisiertes LQTl-Gen) 
lokalisiert und wird als 4,5 kb Transkript in verschiedenen fotalen Geweben und Geweben von Erwachsenen transkri- 
biert TSSC4 und KvLQTl sind bekannte Gene, die in llpl5.5 lokalisiert sind und hier als chromosomale Marker die- 

40 nea Der offene Leserahmen von MTR1 teilt sich in 24 Exons auf, von denen Exon 18 altemativ gespleiBt wird, was zu 
zwei Proteinen mit 872 bzw. 1165 Aminosauren fuhrt Die Menge der MTR 1 -Transkri pte ist in Wilms Tumoren und 
Rhabodmyosarcomen erhohL MTR1 kartiert in der Nahc einer Translokations bruchstelle in der rhabdoiden Tumorzelli- 
nie TM87-16. Dariiber hinaus wird im GM-Hybridzellsystem MTR1 nur vom vaterlichen Chromosom 11 transkribiert, 
was auf eine allelspezifische Inaktivierung der mutterlichen Kopie durch "genetic imprinting" hinweist 

45 Das von MTR1 codiette Protein gehort zur Trp (transient receptor rxrtenu^)-Proteiiifamilie. Diese Zugebdrigkeit er- 
gibt sich nicht allein aus Sequenzhomologien, sondem auch die Itansmembran-Domanen in MTR1 sind in einer Anzahl 
geclustert und weisen Zwischenraume auf, die denen der Iransmembran-Domanen der TRP-Genfarnilie entsprechen. 
Ein hochkonserviertes Modv (EWKFAR) kurz nach der letzten IVansmembran-Domane ist in den Proteinen vorhanden, 
die von mehr als 90% aller TRP-Gene codiert werden. Die TRP-Genfamilie ist fur den Agonisten-aktivierten Ca^-Ein- 

50 tritt in Zellen ausschlaggebend Durch den Einstrom der Ionen wird der Ca 2 *- Vbrrat, der durch eine Reihe von Stimuli 
aufgebraucht wird, aufgefrischt und dieser ist auch essentiell fur angemessene zellulare Antworten gegentiber Hormonen 
und/oder Wachstumsfaktoren. Fur IGF-1, das wie IGF-2 ein Wachstumsfaktor ist, konnte gezeigt werden, dafi dieses das 
Fortschreiten des Zellzyklus in verschiedenen Zelltypen fordert und auch bei der Tumorbildung eine wichtige Rolle 
spielt Da die Hemmung des Calciums-Entritts die Wachstum- fordem den Wirkungen von IGF-1 hemrnt, ist die Stimu- 

55 lation des Calcium-Eintritts fur die Wachstumsinduktion essentiell. Der Bereich der hochsten Homologie zwischen 
MTR1 und den Trp-Genen ist um den Porenbereich und der letzten TVansrnernbran-Domane zu finden, was die Funktion 
von MTR1 bei der Ca 2+ -Regulation in Zellen nahelegt 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine DNA-Sequenz, die ein Protein (MTR1) mit einer der in Fig. 4 gezeig- 
ten Aminosauresequenzen codiert, wobei das Protein (MTR1) zumindest eine biologische Aktivitat eines Proteins <ter 

60 TRP-Familie aufweist/oder und an der Atiologie von BWS und/oder von mit 1 lpl5 ^-Veranderungen assoziierten Tumo- 
ren in Zusammenhang stent. Vorzugsweise umfaBt diese DNA-Sequenz eine der in Fig. 4 gezeigten DNA-Sequenzen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner eine DNA-Sequenz, die ein Protein mit den biologischen Eigenschaften von 
MTR1 codiert und die sich von der vorstehenden DNA-Sequenz in der Codonsequenz aufgrund der Degeneration des ge- 
netischen Codes unterscheidet; die mit den vorstehenden DNA-Sequenzen hybridisiert; die zu der DNA-Sequenz von 

65 Fig. 4 eine Homologie von mindestens 75%, vorzugsweise 85%, starker bevoczugt 90% und am meisten bevorzugt 95% 
aufweist, oder die ein Fragment, eine allelische Variante oder eine andere Variante der vorstehenden DNA-Sequenzen ist 
Der in der vorliegenden Erfindung verwendete Begriff w hybridisieren M bezieht sich auf konventionelle Hybridisie- 
rungsbedingungen, vorzugsweise auf Hybridisierungsbedingungen, bei denen als Losung SxSSPE, 1% SDS, lxDen- 
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hardts-Losung verwendet wind und/oder die Hybridisienmgstemperaturen zwischen 35°C und 70°C vorzugsweise bei 
65°C liegea Nach der Hybridisierung wird vorzugsweise zuerst mit 2xSSC, 1% SDS und danach mit 0,2xSSC bei Tem- 
peraturen zwischen 35°C und 70°C, vorzugsweise bei 65°C gewaschen (zur Definition von SSFE.SSC und Denhardts- 
Losung siehe Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. Ausgabe, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring Harbor NY (1989)). Besonders bevorzugt sind stringente Hybridisierungsbedingungen, wie sie bei- 5 
spielsweise in Sambrook et al., supra, beschrieben sind. 

Die in der voiiiegenden Erfindung verwendeten Begriffe " Variante" oder "Fragment" umfassen DNA-Sequenzen, die 
sich gegenQber den in Fig. 4 angegebenen Sequenzen durch Deletion(en), Insertion(en), Austausch(e) und/oder andere 
im Stand der Tfechnik bekannte Modifikationen unterscheiden bzw. ein Fragment der ursprungticben DNA-Sequenz um- 
fassen, wobei das durcb diese DNA-Sequenzen codierte Protein noch die biologischen Eigenschaften von MTR1 auf- 10 
weist und biologisch aktiv ist. Dazu zahlen auch AUelvarianten. Verfahren zur Erzeugung der vorstehenden Anderungen 
in der DNA-Sequenz sind dem Fachmann bekannt und in Standardwerken der Molekularbiologie beschrieben, beispiels- 
weise in Sambrook et al., supra. Der Fachmann ist auch in der Lage, zu bestimmen, ob ein von einer so veranderten Nu- 
cleinsauresequenz codiertes Protein noch iiber die biologischen Eigenschaften von MTR1 verfugL 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform betrifft die vorliegende Erfindung eine DNA-Sequenz, die ein Protein (MTR1) 15 
oder ein Protein mit mindestens einer biologischen Eigenschaft von MTR1 codiert, wobei diese biologische Eigenschaft 
die Ca 2+ -Regulation innerhalb der Zelle ist 

Die erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen sind fur verschiedene Zwecke von Nutzen. So konnen sie, wie nachstehend 
naher beschrieben, zur rekombinanten Herstellung des MTR1 -Proteins fur Analysezwecke, zur weiteren Charakterisie- 
rung oder fur therapeutische Zwecke verwendet werdeo. Sie konnen auch als Marker fur Gewebe dienen, in denen das 20 
entsprechende Protein bevorzugt exprimiert wird (entweder konstitutiv oder wahrend eines bestirnmten Stadiums hin- 
sichtlich der Gewebedifferenzierung, Entwicklung eines Krankbeitsstadiums etc.). Dariiber hinaus k6nnen sie auch als 
chromosornale Marker oder als "tags" zur Identifizierung von Chromosomen dienen bzw. zur Kartierung von verwandten 
Genen. Ferner konnen die erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen auch zum \fergleich mit endogenen DNA-Sequenzen 
von Patienten verwendet werden, um so potenu'elle genetische Erkrankungen identifizieren zu konnen. Sie konnen dar- 25 
fiber hinaus als Hybridisierungs-Sonden zur Identifizierung neuer, verwandter DNA-Sequenzen dienen oder als Informa- 
tionsquelle zur Entwicklung von PCR-Primem, beispielsweise fur genetisches "fingerprinting". Schlieftlich konnen sie 
zur Auswahl und Herstellung von Oligonukleotiden zur Beschichtung eines "Genchips" oder eines anderen Iragers die- 
nen, beispielsweise in Bezug auf das Studium von Expressionsmustern, zur Erzeugung von anti-Protein- An tikorpem, 
beispielsweise mittels DNA-Irnmunisierungsverfahren, und als Antigen zur Erzeugung von anti-DNA-Antikorpern oder 30 
zur Auslosung einer weiteren Immunantwort. 

Durch die Erniedrigung oder Hemmung der Expression der vorstehend beschriebenen DNA-Sequenzen, kann die Syn- 
these von MTR1 bzw. verwandten Proteinen verringert oder eliminiert werden, was beispielsweise bei den vorstehend 
beschriebenen Krankheitszustanden wtinschenswert sein kann. Daher betrifft eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform 
der vorliegenden Erfindung eine Antisense-RNA, die dadurch gekennzeichnet ist, daB sie zu den vorstehenden DNA-Se- 35 
quenzen komplementar ist und an die davon translatierte RNA spezifisch binden kann und die Syn these des von dies en 
DNA-Sequenzen codierten MTR1 -Proteins oder des damit verwandten Proteins verringern oder hemmen kann, und ein 
Ribozym, das dadurch gekennzeichnet ist, dafi es zu den vorstehenden DNA-Sequenzen komplementar ist und an die von 
diesen DNA-Sequenzen transkribierte RNA spezifisch binden und diese spalten kann, wodurch die Syn these des von die- 
sen DNA-Sequenzen codierten MTRl-Proteins ebenfalls verringert oder gehemmt wird \brzugsweise sind diese Anti- 40 
sense-RNAs und Ribozyme zu einer codierenden Region der mRNA komplementar. Der Fachmann ist in der Lage, aus- 
gehend von den offenbarten DNA-Sequenzen, geeignete Antisense-RNAs herzustellen und anzuwenden. Geeignete \fcr- 
gehensweisen sind beispielsweise in EB-B1 0 223 399 oder EP-A1 0 458 beschrieben. Ribozyme sind RNA-Enzyme 
und bestehen aus einem einzelnen RNA-Strang. Diese konnen andere RNAs intermolekular spalten, beispielsweise die 
von den erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen transkribierten mRNAs. Diese Ribozyme mussen prinzipiell fiber zwei 45 
Domanen verfiigen, (1) eine katalytische Domane und, (2) eine Domane, die zu der Ziel-RNA komplementar ist und an 
diese binden kann, was die Voraussetzung fur eine Spaltung der Ziel-RNA ist Ausgehend von in der Literatur beschrie- 
benen Vorgehensweisen ist es inzwischen rnogUch, spezifische Ribozyme zu konstruieren, die eine gewiinschte RNA an 
einer bestirnmten, vorgewahlten Stelle schneiden (siehe beispielsweise Tanner et al., in: Antisense Research and Appli- 
cations, CRC Press, Inc. (1993), 415-426). \forzugsweise hybridisieren die vorstehenden Ribozyme oder Antisense- 50 
RNAs fiber einen Bereich von mindestens 15, mehr bevorzugt mindestens 25 und am meisten bevorzugt rmndenstens 50 
Basen mit der von den erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen transkribierten RNA. 

Die erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen bzw. die die vorstehend beschriebenen Antisense-RNAs oder Ribozyme co- 
dierenden DNAs konnen auch in einen Vektor bzw. Expressionsvektor inseriert werden. Sorrrit umfaBt die vorhegende 
Erfindung auch diese DNA-Sequenzen enthaltende Vektoren bzw. Expressionsvektoren. Die Bezeichnung "Xfektor" be- 55 
zieht sich auf ein Plasmid (pUCl8, pBR322, pBlueScript etc.), auf em Virus oder ein anderes geeignetes \fehikel. In einer 
bevorzugten Ausfiihrungsform sind die erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen im Vektor. mit regulatorischen Elementen 
funktionell verkniipft, die deren Expression in prokaryotischen oder eukaryotischen Wirtszellen edauben. Solche Vekto- 
ren enthalten neben den regulatorischen • Elementen, beispielsweise einem Promoter, typischerweise einen Replikati- 
onsursprung und spezifische Gene, die die phanotypische Selektion einer transformierten Wirtszelle crlauben. Zu den re- 60 
gulatorischen Elementen fur die Expression in Prokaryoten, beispielsweise E.coli, zahlen der lac-, trp-Promotor, T3- 
oder T7-Promotor, und fiir die Expression in Eukaryoten der AOX1- oder GALl-Promotor in Hefe und der CMV-, 
SV40-, RVS-40-Promotor, CMV- oder S V40-Enhancer fur die Expression in tierischen Zellea Weitere Beispiele fur ge- 
eignete Promotoren sind der Metallothionein I- und der Polyhedrin-Promotoc Zu geeigneten Expressionsvektoren fur 
E.coli zahlen beispielsweise pGEMEX, pUC-Derivate, pGEX-2T, pET3b und pQE-8, wobei letzterer bevorzugt ist. Zu 65 
den fur die Expression in Hefe geeigneten Vektoren z&hlen pYlOO und Ycpadl, fur die Expression in Saugerzellen 
pMSXND, pKCR, pEFBGS, cDMB und pCEV4. Zu den erfindungsgemaBen Expressionsvektoren zShlen auch von Ba- 
culovirus abgeleitete Vektoren fiir die Expression in Insektenzellen, beispielsweise pAcSGHisNTA. 
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Allgemeine, auf dem Fachgebiet bekannte Verfahren konnen zur Konstruktion von Expressionsvektaren, die die erfin- 
dungsgemaBen DNA-Sequenzen und geeignete Kontzollsequenzen enthallen, verweodet werden. Zu diesen Verfahren 
zahlen beispielsweise in vitro-Rekombinationstechniken, synthetische \fexfahren, sowie in vivo-Rekombinationsverf ah- 
ren, wie sie beispielsweise in Sambrook et al., supra, beschrieben sind. Die erfi ndtingsgemaBen DNA-Sequenzen konnen 
5 auch in Verbindung rait einer fur ein anderes Protein bzw. Peptid oodierenden DNA inseriert werden, so daB die erfin- 
dungsgemaBen DNA-Sequenzen beispielsweise in Form eines Fusionsproteins exprimiert werden konnen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die vorstehend beschriebenen Vektoren enthaltende Wirtszellen. Zu diesen 
Wirtszellen zahlen Bakterien (beispielsweise die Ecoli-Starnrne HB101, DH1, xl776, JM101, JM109, BL21 und 
SG13009), Hefe, vorzugsweise S. cerevisiae, Insektenzellen, vorzugsweise sf9-Zellen, und Tierzellen, vorzugsweise 
10 Saugerzellen. Bevorzugte Saugerzellen sind CHO, VERO-, BHK-, HeLa-, COS-, MDCK, 293- und WI38-Zdlen. \fer- 
fahren zur Transformation dieser Wirtszellen, zur phanotypischen Selekdon von Transformanten und zur Expression der 
erfindungsgemSBen DNA-MolekQle unter Verwendung dcr vorstehend beschriebenen \fektoren sind auf dem Fachgebiet 
bekannL 

Die vorliegende Erfindung betrifft rerner ein von den erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen codiertes MTR 1 -Protein 

15 bzw. ein Protein mil dessen biologischer Aktivitat sowie Nferfahren zu deren rekombinanten Herstellung unter Verwen- 
dung der erfindungsgemaBen Expressionsvektoren. Das erfindungsgemaBe Verfahren umfaBt die Kultivierung der vor- 
stehend beschriebenen Wirtszellen unter Bedingungen, die die Expression des Proteins (bzw. Fusionsproteins) erlauben 
(vorzugsweise stabile Expression), und die Gewinnung des Proteins aus der Kultur oder aus den Wirtszellen. Dem Fach- 
mann sind Bedingungen bekannt, transformierte bzw. transfizierte Wirtszellen zu kultivieren. Geeignete Reinigungsver- 

20 fahren (beispielsweise praparative Chromatographic, Affirutatschrcmiatographie, beispielsweise Irnmunoaffinitatschro- 
matographie, HPLC etc.) sind ebenfalls allgemein bekannL Das erfindungsgemaBe MTR 1 -Protein bzw. das damit ver- 
wandte Protein ist nicht nur bei den nachstehend beschriebenen therapeutischen MaBnahmen von Nutzen, sondem karm 
beispielsweise auch in biologischen Assays hinsichtlich einer Aku^ta^bestimmung \ferwendung finden, beispielsweise 
in Kombination mit einer Reihe einer Vielzahl von weiteren Proteinen fur ein "riigb-tbroughput"-Screenen. Daruber hin- 

25 aus kann es zur Erzeugung von Anukorpera oder zur Erzeugung einer anderen Immunantwort nutzlich sein, als Reagenz 
(beispielsweise in markierter Form) in kompetitiven Assays zur quantitativen Bestirnmung des Proteins in biologischen 
Flussigkeiten, als Marker fur Gewebe, in denen das entsprechende Protein bevorzugt erzeugt wird (entweder konstitutiv 
oder wahrend eines bestimmten Stadiums hinsichtlich der GewebedifTerenzierung, Entwicklung eines Krankheitsstadi- 
ums etc.), und naturlich zur Isolierung von interagierenden Proteinen, d. h. beispielsweise Proteinen, die an der Ca 24 "-Io- 

30 n en kanalbi Idling betei ligt sind. SchlieB lien kann das erfi ndungsgemafie MTR 1 -Protein bzw. das damit verwandte Protein 
auch zur Isolierung von Inhibitoren, Antagonisten oder Agonisten (beispielsweise hinsichtlich der Zusammenlagerung 
fur die Ca 2+ -IonenkanaIbildung) verwendet werden, wobei es sich beispielsweise um Peptide oder sonstige kleine Mole- 
kiile handeln kann. 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft Liganden, beispielsweise Antikorper 

35 gegen die vorstehend beschriebenen erfindungsgemaBen Proteine (MTR1 oder verwandte Proteine). Diese Liganden 
konnen beispielsweise in diagnostischen Assays verwendet werden oder fur therapeutische Zwecke, wobei es nach Aas- 
lagcrung an das Ziclmolekul, d. h. M'l'Kl, zu dessen Hemmung kommL Verfahren zur Isolierung bzw. Syn these solcher 
Liganden sind dem Fachmann bekannt. Beispielsweise konnen moglicherweise nutzliche aktivitatshemmende \ferbin- 
dungen in Extrakten von natiklichen Produkten als Ausgangsmaterial gescreent werden. Solche Extrakte konnen bei- 

40 spiels weise aus Pilzen, Actinomyceten, Algen, Insekten, Protozoen, Pflanzen und Bakterien stammen. 

\brzugsweise handelt es sich bei dem erfindungsgemaBen Liganden um Antikorper oder Fragmente davon, die an das 
MTR 1 -Protein oder ein Protein mit dessen biologischer Aktivitat spezifisch binden. Diese Antikorper konnen monoclo- 
nale, polyclonale oder synthetische Antikorper sein oder Fragmente davon. In diesem Zusammenhang bedeutel der Be- 
griff "Fragment" alle Ifeile des monoclonalen Antikorpers (z. B. Fab-, Fv- oder "single chain Fv"-Fragmente), welche die 

45 gleiche Epitopspezifitat wie der vollstandige Antikorper aufweisen. Die Herstellung solcher Fragmente ist dem Fach- 
mann bekannt Vorzugsweise handelt es sich bei den erfindungsgemaBen Antikorpern um monoclonale Antikorper. Die 
erfindungsgemaBen Antikorper konnen gemaB Standardverfahren hergestellt werden, wobei vorzugsweise das von den 
erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen codierte MTR 1 -Protein oder ein synthetisches Fragment davon als Immunogen 
dienen. Verfahren zur Gewinnung monoclonaler Antikorper sind dem Fachmann bekannL 

50 In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist der genannte monoclonale Antikorper ein aus einem Tier (z. B. 
Maus) stammender Antikorper, ein humanisierter Antikorper oder ein chimarer Antikorper oder ein Fragment davon, 
Chimare, menschlichen Antikorper ahnelnde oder humanisierte Antikorper besitzen eine herabgesetzte potentielle Anti- 
genitat, jedoch ist ihre Affinitat gegenuber dem Ziel nicht herabgesetzt Die Herstellung von chimaren und humanisierten 
Antikdrpem bzw. von den menschlichen Antikorpern ahnelnden Antikorpern wurde ausfuhrlich beschrieben (siehe bei- 

55 spielsweise Queen et aL, Proc. NatL Acad. Sci. USA 86 (1989), 10029, und \fernoeyan et aL, Science 239 (1988), 1534). 
Humanisierte Immunglobuline weisen variable Grundgerustbereiche auf, die im wesentlichen von einem humanen Imm- 
unglobulin stammen (mit der Bezeichnung Akzeptor-Immunglobulin) und die Komplementaritat der determinierenden 
Bereiche, die im wesentlichen von einem nicht- menschlichen Immunglobulin (z. B. von der Maus) stammen (mit der Be- 
zeichnung Donor-Immunglobulin). Die (der) konstante(n) Bereich(e) stammt (stammen), falls vorhanden, auch im we- 

60 sentlichen von einem menschlichen ImmunglobuluL Bei der \ferabreichung an menschliche Patienten bieten humani- 
sierte (sowie die menschlichen) Antikorper eine Reihe von Aforteilen gegenuber Antikdrpem von Mausen oder anderen 
Spezies: (a) das menschliche Irnmunsystem sollte das Grundgerust oder den konstanten Bereich des humanisierten An- 
tikorpers nicht als fremd erkennen und daher sollte die Antikorperantwort gegen einen solchen injizierten AntikGrper ge- 
ringer ausfallen als gegen einen vollstandig fremden Maus-Antikdrper oder einen partiell fremden chimaren Antikorper, 

65 (b) da der EfTektorbereich des humanisierten Antikorpers menschlich ist, interagiert er besser mil anderen Tbilen des 
menschlichen Immunsystems, und (c) injizierte humanisierte Antikorper weisen eine Halbwertszeit auf, die im wesent- 
lichen zu der von natiirlicb vorkommenden menschlichen Antikdrpem Equivalent ist, was es erlaubt, kleinere und weni- 
ger haufige Dos en im Vergleich zu Antikdrpem anderer Spezies zu verabreichen. 
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Die erfindung sgemSBen Antikorper ktinnen beispielsweise auch zur Immunprazipitation des erfindungsgemaBen 
MTR1 -Proteins, zurlsolierung verwandter Proteine aus cDNA-Expressionsbankcn oder fur diagnostische Zwecke (siehc 
unten) verwendet werden. Die voriiegende Erfindung betrilft auch ein Hybridom, das den vorslehend beschriebenen mo- 
noclonalen Antikorper erzeugL 

Die vorliegende Erfindung erlaubt auch die Durchfiihrung therapeutischer MaBnahmen bei den vorslehend diskutier- 5 
ten Erkrankungen, d. h. die vorstehend beschriebenen, erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen, Antisense-RNAs, Ribo- 
zyme, Vektoren und Antikorper konnen auch zur Herstellung eines Arzneimittels, beispielsweise zur Kontrolle der Ex- 
pression des MTO1 -Proteins (oder des damit verwandten Proteins) oder zum Austausch eincr mutierten Form des Gens 
gegen eine funktionelle Form verwendet werden, somit beispielsweise einerseits zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Prevention oder der Behandlung von den vorstehend beschriebenen Erkrankungen, die offensichtlich mit einer verander- 10 
ten Expression von MTR1 assoziiert sind, andererseits zur Herstellung eines Arzneimittels zur Prevention oder der Be- 
handlung von Erkrankungen, die beispielsweise mit einer fehlerhaften Regulation des C^ + -Eintritts in die ZeUen asso- 
ziiert sind. Dies kann einerseits entweder eine Hemmung der Expression des MTRl-Gens (tiber Antisense-RNAs oder 
Ribozyme) oder eine Hemmung der Akti vital des MTR1 -Proteins (beispielsweise miuels Antikdfpem) andererseits eine 
Steigerung der Expression oder der Aktivitat des Proteins (durch Applikation des Proteins selbst oder eines das Protein is 
exprimierenden Vektors) erforderlich machen. Beispielsweise kann dazu das erfindungsgernaBe MTR1 -Protein in S au- 
ger, insbesondere den Menschen, durch ubliche MaBnahmen eingebracht werden. Hierzu kann es giinstig sein, das Pro- 
tein an ein vom jeweiligen Korper nicht als fremd angesehenes Protein, z. B. Transferrin oder Rmderserumalbumin 
(BSA), zu koppeln. Auch kann eine erfindungsgernaBe DNA-Sequenz, Antisense-RNA oder Ribozym in Sauger, insbe- 
sondere den Menschen, eingebracht und exprimiert werden. 20 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung auch ein Arzneimittel, das die vorstehend beschriebenen DNA-Sequenzen, 
Antisense-RNA, das Ribozym, den Expressionsvektor, die erfindungsgemaBen Proteine oder Antikorper enthalt Dieses 
Arzneimittel enthalt gegebenenfalls zusatzlich einen pharmazeutisch vertraglichen Trager. Geeignete Trager und dieFor- 
mulierung derartiger Arzneimittel sind dem Fachmann bekannt Zu geeigneten Tragem zahlen beispielsweise Phosphat- 
gepufferte Kochsalzlosungen, Wasser, Emulsionen, beispielsweise Ol/Wasser-Emulsionen, NetzmitteL, sterile Losungen 25 
etc. Die Verabreichung der Arzneimittel kann oral oder parenteral erfolgen. Zu den Vferfahren fur die parenterale Verab- 
reichung gehoren die topische, intra-arterielle, intramuskulare, subkutane, mtramedullare, intrathekale, mtmventrikulare, 
intravenose, intraperitoneale oder intranasale Verabreichung. Die geeignete Dosierung wird von dem behandelnden Arzt 
bestimmt und hangt von verschiedenen Faktoren ab, beispielsweise von dem Alter, dem Geschlecht, dem Gewicht des 
Patienten, dem Stadium der Erkrankung, der Art der Verabreichung etc. 30 

Vorzugsweise werden die vorstehend beschriebenen DNA-Sequenzen in einen fur die Gentherapie geeigneten Vektor 
inseriert, beispielsweise unter Kontrolle eines gewebespezifischen Promotors, und in die ZeUen eingeschleust In einer 
bevorzugten Ausfuhrungsform ist der die vorstehend beschriebenen DNA-Sequenzen enthaltende Vfektor ein Virus, bei- 
spielsweise ein Retrovirus, Adenovirus, adenoassoziiertes Virus oder Vaccinia- Vims. Besonders bevorzugt sind Retrovi- 
ren. Beispiele fur geeignete Retroviren sind MoMuLV, HaMuSV, MuMTV, RSV oder GaLV. 35 

Fiir Zwecke der Gentherapie konnen die erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen auch in Form von kolloidalen Disper- 
sionen zu den Zielzellen transportiert werden. Dazu zahlen beispielsweise Liposomen oder Lipoplexe (Mannino et aL, 
Biotechniques 6 (1988), 682). Diese Gentherapie kann sowohl fur die Erhohung der MTR1 -Expression (beispielsweise 
mit einem Vektor, der das Gen fur aktives MTR1 -Protein enthalt), als auch fur eine Verringerurig der MTR1 -Expression 
(beispielsweise mit einem Vektor, der ein Gen flir ein Ribozym, eine Antisense-RNA oder eine ioaktive Form von MTR1 40 
("knock-out") enthalt) Anwendung finden. 

Die vorliegende Erfindung ermoglicht es auch, Storungen der MTRl-Expression auf genetischer Ebene zu untersu- 
chen. Mit einer erfindungsgemaBen DNA-Sequenz bzw. davon abgeleiteten Sonden oder Primem kann in Saugern, ins- 
besondere dem Menschen, festgestellt werden, ob sie ein verandertes MTRl-Gen enthalten, das zu einer mutierten Form 
des Proteins ftthrt, die nicht langer biologisch aktiv ist, oder ob beispielsweise MTR1 zu gering oder zu stark exprimiert 45 
wird Dazu kann der Fachmann Ubliche Verfahren, wie Reverse Iranskription, PGR, RT-PCR, ICR, Hybridisierung und 
Sequenzierung durchfuhren. Auch die erfindungsgemaBen Antikorper oder Fragmente davon, eignen sich fur die Dia- 
gnostic d h. beispielsweise zum Nachweis des Vorhandenseins und/oder der Konzentration des MTR1 -Proteins, einer 
verkurzten oder verlangerten Form dieses Proteins etc., in einer Probe. Die Antikorper konnen beispielsweise in Immu- 
noassays in Flussigphase oder an einen festen Trager gebunden werden. Dabei konnen die Antikorper auf verschiedene 50 
Art und Weise markiert sein. Geeignete Marker und Markierungsverfahren sind auf dem Fachgebiet bekannt Beispiele 
fUr Irnmungssays sind FT ISA und RIA. Eine MTR1- Sonde kann auch zur Diagnostik von patUPD oder LOH geeignet 
sein, z. B. wenn a) ein geeigneter Polymorphismus auf DNA-Ebene vorhanden ist, der den parentalen Ursprung einer 
MTRl-Kopie klaren kann oder b) eine monoallelische Expression generell vorliegt, womit dann auf RNA-Ebene ein 
LOH oder LOI nachweisbar ist 55 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung auch ein Diagnoseverfahren zum Nachweis einer gestSrten MTRl-Expres- 
sion, bei dem man eine Probe mit der erfindungsgemaBen DNA-Sequenz oder dem Antikorper oder einem Fragment da- 
von in Beriihrung bringt und sodann direkt oder indirekt bestimmt, ob sich die Konzentration, Lange und/oder Sequenz 
des MTR1 -Proteins oder der dieses codierenden mRNA im Vergleich zu einer Kontrollprobe unterscheiden. Die fur die- 
ses Diagnoseverfahren verwendbaren Sonden umfassen auch auf den erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen basierendc 60 
Primer, beispielsweise fur eine PGR. 

SchlieBlich betrifft die vorliegende Erfindung einen diagnostischen Kit zur Durchfiihrung des vorstehend beschriebe- 
nen Diagnoseverfahrens, der eine erfindungsgernaBe DNA-Sequenz oder den vorstehend beschriebenen Antikorper oder 
das Fragment davon, enthalt Je nach Ausgestaltung des diagnostischen Kits konnen die DNA-Sequenz bzw. der Anti- 
korper immobilisiert sein. 65 

Von den Erfindern wurde femer herausgefunden, daB eine \ferbindung von MTR1 zur Apoptose besteht 
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Kurze Beschreibung der Figuren 
Fig.l 

5 Lokalisation von MTR1 

Analysiert wurde der PAC-Klon pDJ915Fl, der MTR1 enthalt Die Position des neuen Transkripts MTR1 in Relation 
zu weiteren Genen des Chromosoms 11 (Pfeile geben die TYanskriptionsrichtung an) sind angegeben. 

10 Fig, 2 

Genaue Exon/Intron-t)bergange des MTRl-Gens 

AUe Exons (auBer Exon 23A) korrelieren genau mit der AG-Exon-GT-SpleiBregel fur die SpleiB-Akzeptor/Speifi-Do- 
15 nor-Stellen (Exon 23A: AG/GC). Das MTRl-Transkript besteht aus 24 Exons, wobei leile des 5* und 3' nichttranslatier- 
ten Bereichs fehlen. Die durchschnittliche GrSBe der Exons betragt 151 bp. Exon 19 konnte bisher nicht auf RNA-Ebene 
verifiziert werden. 

Fig. 3 

20 

3A: Northern-Blot-Ergebnisse hinsichtlich der MTR1-RNA in fotalen Geweben und Geweben von Erwachsenen 

Die RNA-Quellen sind iiber den Probenspuren angegeben. Die ungefahren Fragmentpositionen der Molekularge- 
wichtsmarker sind ebenfalls angegeben. Der Pfeil zeigt das Hybridisienmgssignal fur MTR1 bei 4,5 kb. Starke Signale 

25 wurden in folgenden Geweben von Erwachsenen erhalten: Prostata, Hodcn, Herstock, Colon und Leukozylen des peri- 
pheren Bluts. Starke Signale wurden auch in fotalem Gehirn, Leber und Niere erhalten. In den meisten anderen Spuren 
wurden schwache Banden beobachtet Zum AusschluB von Kreuzhybridisierung mit verwandten Genen wurde eine 
Southem-Blot mit BglH-geschnittenen genomischen DNAs und BgUI-geschnittenem genomischem pDJ915Fl unter 
identischen Bedingungen hybridisiert In alien drei Spuren (rechts) wurden die gleichen Signale erhalten, somit handelt 

30 es sich um eine spezifische Hybridisierung ohne Anzeichen einer Kreuzhybridisierung. 

3B: Ergebnisse der Hybridisierung der Northern-Blots mit RNAs aus verschiedenen Geweben 

Es wurde die gleicheMTRl -Sonde wie in Fig, 3A verwendet Starke Hybridisierungssignale wurden sowohl in Niere, 
35 Leber, Lunge, Dunndarm, Pankreas und Driisengewebe von Erwachsenen als auch in fotaler Niere, Leber, Milz und Thy- 
mus beobachtet 

Fig. 4 

40 MTRl-cDNAs und ORF 

Es sind zwei alternative SpleiBvarianten dargestellt Die SpleiBvariante 1 (kursiv) enthalt Exon 18 und besilzt einen 
codierenden Bereich von 1165 Aminosauren mit sechs Transmembran-Domanen (in Fettdruck), wahrend bei Alternative 
2 Exon 18 fehlL Dies ftihrt zu einem vorzeitigen Stop nach den ersten 872 Aminosauren, wobei nur die ersten vierlrans- 
45 membran-Domanen umfafit werden. Die Position von Exon 18 wird von "-//-" Zeichen flankiert Eine ideale "Kozak con- 
sensu$"-Sequenz ist oben am Beginn des ORF angegeben. Lediglich das Nucleotid an der letzten Position von MTR1 un- 
terscheidet sich von der idealen "Kozak"-Sequenz (ATGC anstelle von ATGG), was jedoch trotzdem zu einer funktionel- 
len Initiation der Translation fuhrt. 

50 Fig. 5 

5A: Hybridisierungssignale auf einem Southem-Blot mit DNAs der Zellinie GM 

GM-Zellinien enthalten nur den mutterlichen (7300, 13400) oder vaterlichen (11941, 11944, 1927B) Bereich von 
55 1 lpl5.5 (in einem Nagerhintergrund). Mutterliche Hybridisierungssignale sind bei 2,4 kb, vaterliche bei 2,7 kb, was die 
Beibehaltung des Epigenesis-Chromatinstadiums in den funf GM-Zellinien zeigt 

5B: RT-PCR-Produkte aus GM-Zellinien 

60 Zur Verhinderung der Amplifikation auf der genomischen Ebene wurden KT-Reaktionen, wie in Beispiel 1 beschrie- 
ben, durchgefuhrt Zur Verifizierung einer spezifischen Amplifikation wurden die Produkte sequenziert Der obere Ab- 
schnitt zeigt RT-PCR-Produkte eines Teils der codierenden Region von NAP1L4 (siehe auch Fig- 1) in alien funf soma- 
tischen Zellhybriden, was die Beibehaltung von llpl5.5 und die TVanskription von biallelisch transkribierten Genen 
darin zeigt (Kontrolle). Der untere Abschnitt zeigt die Amplifikation von MTRl-Produkten bei zwei der drei vaterlichen 

65 Hybride (GM11927B, GM11944). Die Hybridisierung des geblottenen Gels nrit einer MTR1 -Sonde ergab auch ein 
schwaches Signal in GM11941 (nicht gezeigt), was eine lediglich vaterliche Expression in MTR1 anzeigt. 
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Fig. 6 

Hybridisierunossianale mit einer MTR1 -Sonde auf einem Northem-Dotblot mit47 (alle heterogenen Wilms-Tumor-G e- 
webetypen reprasentierenden) Wilrns-Tumoren und 4 nichterkrankten Nieren-Geweben 

5 

Alle WT wurden hinsichtlich WTl-Mutationen getestet Das Beladungsscbcma fur den Dotblot ist in derMitte darge- 
stellL Jede Position enthalt 2 pg Gesamt-RNA. Zum Nachweis der gldchmafiigen Beladung mit jeder Probe wurde eine 
Hybridisierung mit einer 28S-RNA-Sonde durchgefuhrt (oben). Zum AusschluB von Hybridisierungssignalen auf der 
DNA-Ebene wurden vier DNA-Sonden (1-25 ng) ebenfalls auf die Filter aufgetupfelt (Positionen E6-E9). In einer Reihe 
von WT wurden starke Signale beobachtet (Positionen A5, 7 t 9-12, Bl, 9, C4, 5, 7, 8 und D3-6\ 7). Im Durchschnitt wa- 10 
ren die erhaltenen Signale hoher als in normal em Gewebe. Die Signale wurden nacb dem Zufallsprinzip nrittels KT-PCR 
der TUmorproben bestatigt Keine der WT-Zellinien (WT128cl, WCCS Position Bll-12) zeigten in der RT-PCRein Si- 
gnal. Wtl88 und Wtl28cl haben eine LOH fur lip und zeigen keine oder our eine schwache Trans kription von MTR1. 
Wtl27 (Wtl27 und Wtl28cl besitzen eine WTl-Mutation) zeigen nur maBige Mengen an MTRl-Transkripten. 

15 

Fig. 7 

Zweifarbige FTSH-Analyse von Metaphase-Spreitungen von der rhabdoiden Ibmorzellinie TM87-16 

Rote Signale entsprechendem Chromosom 11 alpha-Satelliten und grime Signale dem genomiscbeo MTRl-Bereich 20 
einschlieBHch des vermuteten Promotorbereichs am 5-Ende von MTR1. Die Zellinie zeigt eine reziproke Translokation 
(t(ll; 22)(pl5.5; qll.23)), wobei die Chromosom 11-Bruchstelle in dem genomischen Bereich liegt, der von dem PAC- 
Clon pDJ9l5Fl umspannt wird, derselbe Clon, der MTR1 enthalt Hybridisierungssignale wurden nur nrit dem intakten 
Chromosom 11 und dem veranderten Chromosom 22 beobachtet, was eine vollstandige Translokation von MTR1 auf das 
dadurch veranderte Chromosom 22 ohne Unterbrechung des Gens zeigL 25 

Die folgenden Beispiele erlautem die Erfindung. 

Beispiel 1 

AUgemeine Verfahren 30 
(A) RT-PCR-Analyse 

2 ug Gesamt-RNA wurden nach Spaltung mit DNase I mittels 250 pmol oligo(dT)-Primem und 300 E MMLV-Re- 
verse-Transkript ase (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland) in einem Gesamtvolumen von 40 ul revers transkribiert 2 ul 35 
dieses Reaktionsgemischs wurden in einer 20 ul PCR-Reaktion unter Verwendung der folgenden Gcnspezifischen Pri- 
mer analysiert: MTR1E15F (5 , <iTGCTGTCITCCTGC^CAC-3 , ), MTR1E16R (5-TGACACCCACGAFGAACAGG- 
30, MTR1E17F (S'-GGACTTCArGGTGTTCACGC-S'), MTRIE21R (5 , -CXmKnACTCCACAArCAGG-3') ( 
MTR1E1F (5 -(X ATGCAGG ATGTCCAAGGC-3 f ) und MTR1E24R (5-TCAGGCAACACAAGTCAGG-3') [Anmer- 
kung zur Namensgebung: z. B. MTR1E21R = stammt aus der cDNA von MTR1 aus dem durchnummerierten Exon 21, 40 
in der in der cDNA aufgelisteten Basenfolge (F) oder dazu revers komplementar (R)]. Die Primerpaare MTR1E15F, 
MTR1E16R und MTR1E17F und MTR1E21R wurden zum Nachweis der Transkription des MTRl-Gens in revers tran- 
skribierter mRNA unter folgenden PCR-B edingungen verwendet Einleitende Denaturierung (3 min. 94°Q, 35 Zyklen 
(Denaturierung: 1 min, 94°C; Primeranlagerung: 1 min, 58°C; Primerverlangerung: 1 min. 72°Q und ein abschlieBender 
"Polishing w -Schritt (7 min. 72°Q, 1 ,5 mM MgCh, 25 pmol von jedem Primer und 5 E Taq-Polymerase. Die Primerpaare 45 
MTR1EIF, MTR1E16R und MTR1E15F, MTR1E24R wurden zur Amplifikation des vollstandigen offenen Leserah- 
mens in zwei uberlappenden Fragmenten verwendet, wobei das "Expand™ PCR System" entsprechend den vom Her- 
s teller angegebenen Bedingungen (Roche Diagnostics, fnihen Boehringer Mannheim, Deutschland) verwendet wurde. 

(B) Southern- und Northern- Analysen 50 

Genornische DNA und Gesamt-RNA wurden nach Standard-\ferfahren (Proteinase K/Phenol-Behandlung und Ver- 
wendung von "RNeasy'-Saulen (Qiagen, Hilden, Deutschland)) prapariert Fur Southern-Blots wurden 10 pg genorn- 
ische DNA mit den erforderlichen Mengen der jeweiligen Resuiktionsendonudease vollstandig gespalten und danach 
auf einem 0,8% Agarosegel elektrophoredsch aufgetrennL Danach wurde die DNA mit 0,25 M HCl depuriniert und 55 
30 min mit 0,5 N NaOH/ 1,5 M Nad denaturiert Der Transfer von DNA-Fragmenten und RNA auf "Hybond N+ n - 
Membranen (Amersham, Braunschweig) erfolgte in lOxSSC filr 48 Stunden, danach erfolgte eine W-Quervemetzung. 
Northern-Dotblots wurden durch das Auflropfen von jeweils 2 pg Gesamt-RNA in einer symetrischen Anordnung auf 
eine Nylon-Membran (Hybond N+ , Amersham), an das sich eine W-Quervemetzung anschloB, hergestellt AuBerdem 
wurden fur eine ausfuhrlichere Analyse der MTR1 -Expression Northern-Blots rrdt RNAs aus einer Reihe von verschie- 60 
denen menschlichen fotalen Geweben (Clontech, Palo Alto, CA, USA) verwendet Komplementare DNA-Sonden des 
MTRl-Gens wurden mittels PCR amplifiziert und mit dem "Qiaquick n -Gelextraktions-Kit (Qiagen, Hilden, Deutsch- 
land) entsprechend den Angaben des Herstellers Gel-gereinigt und mit 32P unter ^Verwendung eines Standard-Protokolls 
filr "mck-translation" radioaktiv markiert 

Die Hybridisierung aller Blots erfolgte 1 bis 2 Stunden bei 68°C in einer H Expresshyb TMt, -L5sung (Clontech, Palo 65 
Alto, CA, USA) unter Verwendung von 2 x 106 cpm/ral Sonde. Die Waschschritte nach der Hybridisierung erfolgten ge- 
maB den Vbrschlagen des Herstellers der "ExpresshybT™ a -Losung (Clontech, Palo Alto, CA, USA). Die Autoradiogra- 
phie wurde 16 bis 120 Stunden mit Verstfirkerfolien bei -80°C durchgefuhrt 
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(Q Zellinien 

Somatische Zellhybride, die ein vaterliches (GM10927B, GM1944, GM11941) oder mutlerliches Chromosom 11 
(GM07300, GM13400) in einem Nager-Hintergrund enthielten, wurden wie kurzlich beschrieben gehalten (Gabriel et 
5 aL, PNAS 95 (1998), 14857- 14862). Die rhabdoide Zellinie TM87-16 (Karnes et aL, Genet CytogeneL 56 (1991), 
3 1-38) wurde in DMEM gehallen, das mit 10% hitzeinakuviertem fotalem Kalberserum (PCS), Pen/Strep und Glutamin 
supplementiert war 

(D) BestimmuDgr der allelen Expression 

10 

cDNAs der somatischen Zellhybride, die entweder das vaterliche oder mutterliche Chiomosom 11 enthielten, wurden 
mittels der in (A) vorstehend beschriebenen Primer und Amplifikationsprotokolle amplifiziert Die PCR-Produkte wur- 
den auf 2% Agarosegelen aufgetrennt und auf eine Membran wie in (B) vorstehend beschrieben transferiert Produkte 
wurden durch Hybridisierung mit einer 32P-markierten cDNA-Sonde verifiziert und ein FCR-Produkt wurde direkt se- 
15 guenziert Fur alle Primersatze wurden Kontrollamplifikationen hinsichtlich moglicfaer Kontaminationen unter identi- 
scben PCR-Bedingungen durchgefuhrt, allerdings ohne reverse TVanskription der praparierten RNA. 

(E) FKH-Analvse 

20 Pluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) an Metaphase-Chromosomen wurde wie kurzlich beschrieben durchge- 
fuhrt (Spangenberg et al., Genomics 48 (1998), 178-185; Winterpacht et aL, Cytogenetics and Cell Genetics 75/2-3/96 
(1996), 132-135). Metaphase-Spreitungen von TM87-16-Zellen wurden wie kurzlich beschrieben durchgeftthrt (Lob- 
bert et al., Genes Chromosomes Cancer 21 (1998), 347-350; Spangenberg et aL, Genomics 48 (1998), 178-185; Winter- 
pacht et aL, Cytogenetics and Cell Genetics 75/2-3/96 (1996), 132^135). Genomische; das MTRl-Gen umfassende Frag- 

25 mente wurden mit flankierenden Primern mittels des 1, Expand TM,, -PCR-Systems (Roche Diagnostics, friiher: Boehringer 
Mannheim, Deutschland) entsprechend den Angaben des Hers tellers amplifiziert Diese Fragmente wurden mit T)IG- 
ll M -dUTP entsprechend Boehringer Mannheim-Protokollen "nick-translatiert" • und Ober Nacht bei 37°C in einer 
Feuchtkammer hybridisiert. Die Waschschritte nach der Hybridisierung wurden bed 42°C in 50% Formamid, 1 x SSC 
dreimal jeweils 5 min und in 0,3 X SSC dreimal jeweils 5 min durchgefuhrt Der immunologische Nachweis der hybri- 

30 disierten Sequenzen wurde mittels eines Maus-anti-DIG-Antikorpers (Boehringer Mannheim, Deutschland) durchge- 
fuhrt, der 1 : 1000 in 4 X SSC, 0,1% Tween 20 verdunnt worden war und *TRLTC ,, -markiertem anti-Maus-IgG aus Ka- 
il inchen (Boehringer Mannheim, Deutschland), des 1 : 100 verdunnt worden war. Es schloB sich eine Signalamptifika- 
tion mit "TRTTC-markiertem 1 : 64 verdiinnten anti-Kaninchen-IgG (Boehringer Mannheim, Deutschland) an. Chro- 
mosomen wurden mit 4'-6-DiamioUno-2-PhenyIindol (DAPI) gegengeftrbt und mit * r Vectashield™" (Vector Laborato- 

35 ries, Burlingame, CA, USA) bedeckt Die FISH wurde mittels einer Hochleistungs-CCD-Kamera (Applied Imaging, 
Santa Clara, CA., USA) aufgenommen und mit der "Cytovision 2.21 "-Software (Applied Imaging, Santa Clara, CA, 
USA) ausgewertet 

(F) Herstellung und Reinigung eines erfindungsgem aBen Proteins MTR1 

40 

Die DNA von Fig. 4 (ohne Exon 18) wird mit BamHI-Linkem versehen, mit BarnHI nachgespalten und in den mit 
BamHI gespaltenen Expressionsvektors pQE-8 (Qiagen) inseriert Es wind das Expressionsplasmid pQE-8/MRT erhal- 
ten. Ein solches kodiert fur ein Fusionsprotein aus 6 Histidin-Resten (N-Terminu spartner) und dem erfindungsgemaBen 
[urn Exon 18 verkurztenl'MRTl-Protein von Fig. 4 (C-Tenninuspartner). pQE-8/MRT wird zur Transformation von 

45 E.coli SG 13009 (vgl. Gottesuran, 5. et aL, J. Bacterid. 148, (1981), 265-273) verwendet Die Bakterien werden in ei- 
nem LB-Medium mit 100 ug/ml Ampicillin und 25 jig/ml Kanamycin kultiviert und 4 h mit 60 pM Isopropyl-^-D-Thio- 
galactopyranosid (TPTG) induziert. Durch Zugabe von 6 M Guanidinhydrochlorid wird eine Lyse der Bakterien erreicht, 
anschlieBend wird mit dem Lysat eine Chromatographie (Ni-NTA-Resin) in Gegenwart von 8 M Hamstoff entsprechend 
der Angaben des Herstellers (Qiagen) des Chromatographie-Materials durchgefuhrt Das gebundene Fusionsprotein wird 

50 in einem Puffer mit pH 3,5 eluiert Nach seiner Neutralisierung wird das Fusionsprotein einer li8% SDS-Polyacrylamid- 
Gelelektrophorese unterworfen und mit Cooroassie-Blau angefarbt (vgL Thomas, J.O. und Komberg, R IX, J. MoLBiol. 
149 (1975), 709-733). 

Es zeigt sich, dafi ein erfindungsgemaBes (Fusions)protein in hochreiner Form hergestellt werden kann. 

55 (G) Herstellung und Nachweis eines erfindungsgemaBen Antikorpers 

Ein erfindungsgemaBes Fusionsprotein gemSB vorstehendem Abschnitt (F) wird einer 18% SDS-Polyacrylamid-Gel- 
elektrophorese unterzogen. Nach Anfarbung des Gels mit 4 M Natriumacetat wird eine ca. 97 kD Bande aus dem Gel 
herausgeschnitten und in Phosphat gepuflerter Kocbsalzlosung inkubiert Gel-Stucke werden sedimentiert, bevor die 
60 Proteinkonzentration des tJberstandes durch eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese, der eine Coomassie-Blau-Far- 
bung folgt, bestimmt wird. Mit dem Gel-gereinigten Fusionsprotein werden Here wie fblgt immunisiert 

a) Immunisierungsprotokoll fur polyklonale Antikdrper im Kaninchen 

65 Pro Immunisierung werden 35 pg Gel-gereimgtes Fusionsprotein in 0,7 ml PBS und 0,7 ml komplettem bzw. inkom- 
plettem Freunds Adjuvans eingesetzt 
Tag 0: 1. Immunisierung (komplettes Freunds Adjuvans) 
Tag 14: 2. Immunisierung (inkompleues Freund's Adjuvans; icFA) 
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Tag 28: 3. Immunisierung (icFA) 
Tag 56: 4. Immunisierung (icFA) 
Tag 80: Ausbluten 

Das Serum des Kaninchens wird im Immunoblot getestet. Hierzu wind ein erfindungsgemaBes Fusionsprotcin von vor- 
stehendem Abschnitt (F) einer SDS-Polyacrylaimd-Gelelektrophorese unterzogen und auf ein Nitrocellulosefilter iiber- 5 
tragen (vgl. Khyse-Andersen, J., J. Biochem. Biophys. Meth. 10, (1984), 203-209). Die Western Blot-Analyse wurde 
wie in Bock, C.-T. et at, Virus Genes 8, (1994), 215-229, beschrieben, durchgefuhrt Hierzu wird das Nitrocellulosefilter 
eine Stunde bei 37°C miteinem ersten Antikorper inkubieit Dieser Antikorper ist das Serum des Kaninchens (1 : 10000 
in PBS). Nach mehreren Waschschritten mit FBS wird das Nitrocellulosefilter mit einem zweiten Antikorper inkubiert 
Dieser Antikorper ist ein mit alkalischer Phosphatase gekoppelter mouoklonaler Ziege Anti-Kamncrten-IgG- Antikorper 10 
(Dianova) (1 : 5000) in PBS. Nach 30-minutiger Inkubation bei 37°C folgen raehrere Waschschritte mit PBS und an- 
schlieSend die alkalische Pfaosphatase-Nacbweisreaktion mit Entwicklerlosung (36 pM 5 r Bromo-4-chloro-3-indolylp- 
hosphat, 400 pM Nitroblau-tetrazolium, 100 mM Iris-HO, pH 9.5, 100 mM NaO, 5 mM MgCiJ bei Raumtemperatur, 
bis Banden sichtbar werden. 

Es zeigt sich, daB erfindungsgemaBe, polyklonale Antikorper hergestellt werden kbnnen. is 
b) Immunisierungsprotokoll fiir polyklonale Antikorper im Huhn 

Pro Immunisierung werden 40 ug Gel-gereinigtes Fusionsprotcin in 0,8 ml PBS und 0,8 ml komplettem bzw. inkom- 
plettem Freunds Adjuvans eingesetzt 20 
Tag 0: 1. Immunisierung (komplettes Freunds Adjuvans) 
Tag 28: 2. Immunisierung (inkomplettes Freunds Adjuvans; icFA) 
Tag 50: 3. Immunisierung (icFA) 

Aus Eigelb warden Antikorper extrahiert und im Western Blot getestet Es werden erfindungsgemaBe, polyklonale An- 
tikorper nachgewiesen. 25 

c) Immunisierungsprotokoll fur monoklonale Antikorper der Maus 

Pro Immunisierung werden 12 ug Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,25 ml PBS und 0,25 ml komplettem bzw. in- 
komplettem Freunds Adjuvans eingesetzt; bei der 4. Immunisierung ist das Fusionsprotein in 0,5 ml (ohne Adjuvans) ge- 30 
lost 

Tag O: 1. Immunisierung (komplettes Freunds Adjuvans) 

Tag 28: 2. Immunisierung (inkomplettes Freunds Adjuvans; icFA) 

Tag 56: 3. Immunisierung (icFA) 

Tag 84: 4. Immunisierung (PBS) 35 
Tag 87: Fusion 

l)berstande von Hybridomen werden im Western Blot getestet. ErfindungsgemaBe, monoklonale Antikorper werden 
nachgewiesen. 

Beispiel 2 40 

Trans kripte, alternatives SpleiBen und genomische Struktur von MTR1 

Die Analyse der genomischen MTR 1 -Tei lregion ergab 24, den ORF (GroBe etwa 3,9 kb) umfassende Exons und eine 
Gesamdange von 18,5 kb. Die Lokalisation von MTR1 ist proximal zu TSSC4 und distal zum ersten 5'-Exon des 45 
KvLQTl-Gens. Somit Uegt das neue Gen innerhalb von BWSCR1 auf Qiromosom 11. Um direkt nachzuweisen, daB die 
vorhergesagten Exons in mRNA transkribiert werden, wurde zur Amplifikation von flberlappenden Genbereichen 
"Exon-Verbindungs'-Experimente durchgefuhrt Da BWSCR1 sowohl an BWS als auch Wis beteiUgt ist, wurden 
cDNA von humanen fbtalen Nieren und Nieren von Erwachsenen erzeugt Da die Amplifikationsprodukte Introns um- 
f aBten, konnten von transkribierten Sequenzen stammende PCR-Produkte von PCR-Produkten aus nicht-transkribierter so 
genomischer DNA unterschieden werden. Der Minimalsatz an Primem, der fur die Abdeckung des MTR1-ORF notwen- 
dig war, waren MTR1E1F/MTR1E16R und MTR1E15R/MTR1E24R Mit reverser Transkription gekoppelte FCR-Re- 
aktionen (RT-PCR) von RNA-Praparationen aus fotalen Nieren und Nieren von Erwachsenen ergab Produkte mit der er- 
warteten Gr6Be. Die PCR-Produkte wurden subkloniert und beide Strange sequenziert Nur ein Exon (Exon 19) konnte 
bisher nicht identifiziert werden. Jedoch konnte ein zusatzliches Exon reproduzierbar in dem KT-PCR-Produkt nachge- 55 
wiesen werden (Exon 23 A). AuBerdem erzeugte das Primerpaar MTR1E15F/MTR1E24R zwei PCR-Produkte aus der 
verwendeten cDNA, die sich in einem Exon (Exon 18) unterschieden. Man kann daher davon ausgehen, daB dieses Exon 
einem altemativen SpleiBen unterliegt Mittels des \fergleichs der genomischen Sequenz mit dem MTRl-Transkript 
konnten die genauen Exon/Intron-Grenzen des MTR 1 -Gens bestimmt werden (Fig, 2). 

60 

Beispiel 3 
Expression des MTRl-Gens 

Die Amplifikationsprodukte des Primerpaars MTR1E15R/MTRE24R wurden gelgcreinigt und zur Bestirnmung des 65 
Expressionsprofi Is und der IranskriptgroSe des MTRl-Gens auf Northern-Blots nrit RNAs aus unterschiedlichen Gewe- 
ben (MTN) verwendet Um Kreuzhybridisierung mit Genen aus der TRP-Genfamilie ausschlie&en zu kfinnen, wurden 
Southern-Blots nrit geschnittener genomischer DNA und genomischem pDJ915Fl (genomischer MC-Klon; erhSltlich 
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von Resourcenzentnim des Dt Humangenomprojekts (RZFD), Beriin) unter identischen Bedingungen hybridisiert In 
den Southern-Blots wurden sowohl in den genomischen DNA-Fragmenten als auch in den Fragmenten des K\C-Klons 
identische Sign ale erhalten. Somit war die Hybridisierung spezifisch und es zeigte sich kein Hinweis auf eine Kreuzby- 
bridisierung. Ein 4,5 kb TYanskript konnte in einer Reibe von fbtalen und erwachsenen Geweben nachgewiesen werden 
5 (Fig. 3A). Da die experimentell bestatigten Exons nur 3913 bp umfassen, deuten diese Ergebnisse darauf hin, daB etwa 
500 bp nicht-translatierter mRNA noch zu identifizieren sind. Auf Northern-Blots zeigt das MTRl-Gen eine signifikante 
Expression in fdtaler Leber, Niere und Milz sowie in Niere, Leber, DOnndarm, Lunge, Pankreas, Colon, Prostata und 
Driisengewebe von Erwachsenen (Fig. 3B). Dieses Ergebnis zeigt somit, daB MTR1 in einer groBen Zahl von Geweben 
exprimiert wird. Da sich die beiden vermeintlichen SpleiBformen von MTR1 nur in Exon 18 (175 bp) unterscneiden, 
10 konnen diese beiden Iranskripte auf Northem-Blots nicht unterschieden werden. 

Beispiel4 

ProteinstrukUir 

15 

Aufgrund des altemativ gespieiBten Exons 18 kann man von wenigstens zwei Isoforraen ausgehen. Exon 1 enthalt eine 
fast ideale "Kozak-consensus'-Sequenz, was nahelegt, daB die Initiation der Translation an dieser Position einsetzt. Der 
langste ORF mit diesem Initiation scodon (einschliefilich Exon 18) umfaBt 3495 bp, die ein Polypeptid mit 1165 Amino- 
sauren codieren und 6 Transmembrandomanen enthalt (Fig* 4). Das theoretische Molekulargewicht ist 131,45 kDa. Die 
20 zweite SpleiBversion kodiert einen kleineren ORF mit 872 Aminosauren (Fig. 4). Dieses Protein hat die ersten 869 Ami- 
nosauren mit der langeren MTR1 -Version gemeinsam, besteht somit aus 4-5 Transrnembran-Domanen. Das theoretische 
Molekulargewicht betragt 97,74 kDa. Es wurde gefunden, dafi die MTRl-Proteine in der Plasm amembran lokalisiert 
sind, wobei der C-Terminus innerhalb der Zelle liegt. 

25 Beispiel 5 

Vaterliche Expression von MTRl-mRNA 

Wie bereits kurzlich beschrieben, wird die bevorzugte monoallelische Expression "imprinteder Gene" (= ein Gen wird 

30 nur von einem der parentalen Allele transkribiert, wobei das von dem zweiten Eltemteil stammende A lie! durch DNA- 
Modifikationen, z. B. Methylierungen, stillgclcgt ist) in somatischen, ein einzelnes humanes Chromosom 11 enthalten- 
den ZeUhybriden aurrechterhalten (Gabriel et al., PNAS 95 (1998), 14857-24862; Mitsuya et aL, Hum. Mol. Genet 8 
(1999), 1209-1217), Dies ermoglicht die Verwendung von Zellhybriden, die entweder einen vom Vater oder der Mutter 
stammenden humanen chromosomalen Ilpl5-Bereich enthalten, als Modellsystem zurldentifizierung "gepragter 1 * Gene 

35 aus dem BWSCRl-Bereich. 

Die Expression des MTRl-Gens wurde mittels KT-PCR in einem Teilsatz der somatischen Zellhybride durchgefiihrt, 
die ktirzlich von Gabriel et al. (PNAS 95 (1998), 14857-14862) beschrieben worden waren. Zu diesen zahl ten zwei Zel- 
linien mit einem von der mutterlichen Seite stammenden humanen Chromosom 11 (GM7300, GM13400) und drei soma- 
tische Zellbybride mit einer vateriichen Kopie von llpl5 (GM10927B, GM11944, GM11941). Zur t)berprufung der 

40 Beibehaltung der epigenetischen Chromatinstadien wurden die Hybride hinsichtlich einer unterschiedlichen Methylie- 
rung an einer kurzlich beschriebenen miitterlich methylierten Notl-Restriktionsstelle innerhalb des KvQTl-Genbereichs 
(Gabriel et el., PNAS 95 (1998), 14857-14862; Mitsuya et al., Hum. Mol. Genet 8 (1999), 1209-1217; Smilinich etal., 
PNAS 96 (1999), 8064-8069) analysiert Alle untersuchten Zellhybride zeigten die Methylierung entsprechend ihrer va- 
teriichen Herkunft (Fig. 5A, miitterliches Hybridisierungssignal bei 4,2 kb, vateriiches bei 2,7 kb), wodurch die erwar- 

45 teten Epigenesis-Chromatinstadien bestatigt wurden. Zur Verifizierung der Integritat der 1 lpl 5.5-lranskripte wurden die 
Zellhybride hinsichtlich der Anwesenheit eines codierenden Fragments von NAP1L4 ( = Nucleosome-assemblyprotein 1 
like gene No. 4 aus 1 lpl 5.5, welches biallelisch trans kribiert wird) als ein bi-alleliscbes Iranskript untersucht. Fig. 5B 
zeigt die fur das vorstehend erwahnte Genfragment erhaltenen RT-PCR-Produkte, d. h. zeigt die Anwesenheit von 
1 lpl5~5 in den untersuchten Hybriden. 

50 Die drei, das von der vateriichen Seite stammende Chromosom 11 enthaltenden somatisches Zellhybride zeigten ein 
MTR1 -RT-PCR-Produkt (GM11941 nur im AnschluB an Soutriera-Blot-Hybridisierung), wahrendbei Hybriden, die eine 
mutteriiche Kopie von Chromosom 11 enthielten, keine Produkte gefunden werden konnten. Der Befund, daB die in die- 
sem Produkt erhaltenen PCR-Produkte von MTR1 stammten, wurde durch Hybridisierung des geblottetenen Gels mit ei- 
ner radioaktiv markierten MTR1 -Sonde und durch direkte Sequenzierung eines der PCR-Produkte bestatigt Die Daten 

55 ergaben, daB das MTRl-Gen (bevorzugt) vaterliche Expression zeigt 

Beispiel 6 

Expression des MTRl-Gens in Tumoren 

60 

Etwa 5-15% von Wilms Tumoren (WT) beruhen auf Mutationen innerhalb des WUm-TXimor-Gens 1 (WT1), das auf 
dem chromosomalen Bereich 1 lpl3 lokalisiert ist und einen einen Zinkfinger enthaltenden Iranskriptionsfaktor kodiert 
WT sind heterogen mit variablem Gehalt an blastemischem, stromalem oder epithelialem Gewebe. Es wurde daher eine 
reprasentative Anzahl von 47 WT ausgewahlt, einschliefilich von zwei Fallen mit LOH auf Chromosom lip (WT128cU 
65 WT188) und zwei WT-ZeUinien (WT128cl, WCCS). Jeder Tumor wurde histologisch charakterisiert und hinsichtlich 
WT1 -Mutationen analysiert WT128 und WT127 waren die einzigen WT, die eine Mutation in WT1 batten (WT128 mit 
einem vorzeitigen Stopcodon, veroffentlicht in Loebbert et aL, Genes Chromosomes Cancer 21 (1998), 347-350; 
WT127 mit einem vorzeitigen Stopcodon in Zinkfinger 2 (Exon 8)). Gleiche Mengen an Gesamt-RNA (2 pg) aus 47 lu- 
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maren, 5 nicht betroffenen Kontrollgeweben (fbtale Nierc und Niere von Erwachsenen) und 4 DNA-Sonden mit unter- 
schiedlichen Konzentrationen (1-25 ng) wurden zur Herstellung eines RNA-Dotblots verwendet Nach Hybridisierung 
mit einem radioaktiv markierten MTR1 cDNA-Fragment konnten in beinahe alien WT-Proben Signale in unterschiedli- 
cher Starke nachgewiesen werden. Durchschnittlicb waren die Signale im Vergleich zu denen in den normalen Geweben 
hoher. Hybridisierungssignale wurden nach dem Zufallsprinzip mittels RT-PCR an den Tbmor-Proben mit den Primer- 5 
paaren MTR1E115F/MTR1E16R undMTRlE17F/MTRlE2lRbestatigt. Das letztere Primerpaar umspannt das alterna- 
tiv gespleiBte Exon 18. Alle RT-PCR-Reaktionen, die mit diesen Primern eine Amplifikation ergaben, zeigten beide 
SpleiBversionen von MTR1. Beide WT-Zellinien zeigten kein MTR1 -Signal nach Hybridisierung oder nach Analyse der 
RNA mittels KT-PCR. AuBerdem wurden drei Tumor-Proben von BWS-Patienten (ohne WT1 -Mutation) analysiert, die 
geringe Mengen des MTRl-Transkripts zeigten. io 

Da VerSnderungen in llpl5-5, insbesondere in BWSCRl, nicht nur eine Korreladon mit der Entwicklung mit Rhab- 
domyosarkomen zeigen (Karnik et al., Hum. Mol. Genet 7 (1998), 895-903), wurden Gewebeproben von drei Rhabdo- 
myosarkomen in die Untersuchung miteinbezogen. RT-PCR mit den vorstehend erwahnten Primerpaaren ergab Ampli- 
fikation, was darauf binweist, daB MTR1 auch in dies em Tumorryp exprimiert wird. 

15 

Beispiel7 

TVanslokation des MTRl-Gens in einem rhabdoiden Tbmor (TM87-16) 

Maligne rhabdoide TUmore (MRT) gehoren zu der Tumorgruppe von Sarkornen der Weichteile und sind auBerge- 20 
wohnlich aggressiv mit einem hohen metastatischea Potential. Es wurde zuerst davon ausgegangen, daB es sich dabei urn 
Wilrns-Tumor-Varianten handelt, da sie jedoch an zahlreichen Stellen auBerhalb des Nierengewebes beobachtet wurden, 
geht man inzwischen davon aus, daB es sich um einen anderen lumortyp handelt Karnes et al. (Cancer Genet. Cytoge- 
net 56 (1991), 31-38) etablierten eine Zellinie (TM87-16) aus einem PleuraerguB einer retroperitoneal en Masse, der in 
einem 21 Monate alten mannlichen Kaukasier diagnostiziert worden war. Die Chromosomenanalyse ergab eine rezi- 25 
proke TVanslokation t(ll; 22)(pl5.5;qll,23), derenBruchstelleindervondemPAC-ClonpDJ915Fl (derMTRl enthalt) 
umspannten genomischen Region lokalisiert ist Da die genaue Bruchstelle noch nicht bestimmt worden war, wurden ge- 
nomische Frag men te von MTR1 amplifiziert und danach in einer FISH- Analyse an TM87-16 Metaphase-Spreitungen 
verwcndet. Das HSH-Experiment zeigte, daB MTR1 ohne Unterbrechung auf das Chromosom 22 transloziert worden 
war (Fig. 7). Somit ist die Translokations-Bruchstelle in TM87-16 proximal zu MTR1. Die RT-PCR- Analyse von Ge- 30 
samt-RNA aus TM87-16 mit den Primern MTR1E15F/MTR1E16R zeigte eine maBige Expression des MTRl-Gens. 

Folgende Klone wurden bei der DSMZ (Deutsches Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Ma- 
scheroder AVeg lb, 38124 Braunschweig) am 19. Oktober 1999 gemaB Budapester Vertrag hinterlegt: 
E. coli MTR1-17/21 DSM 13108 

E. coli MTR1-1/24 DSM 13107 35 

MTR1- 17/21 beinhaltet die Exons 17-21 inkl. dem alternativ gespleifiten 18 des Gens MTR1. MTR-1/24 beinhaltet 
dieExons 1 bis 24 (inkl.) ohne das Exon 18 des MTRl-Gens (gesamter ORF). 

40 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> Johannes-Gutenberg-Universitat, Mainz 

5 <120> Mit TRP-Proteinen verwandtes Protein MTR1 und dieses codierende DNA- 
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<130> P 3046 
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10 <141> 1999-11-04 

<160> 10 

<170> Patentln Ver. 2.1 
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30 



35 



40 



<210> 1 

<211> 3913 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 
<221> CDS 

<222> (10) . (3504) 
<400> 1 



gaggccacc atg cag gat gtc caa ggc ccc cgt ccc gga age ccc ggg 48 
Met Gin Asp Val Gin Gly Pro Arg Pro Gly Ser Pro Gly 
1 .5 10 

gat get gaa gac egg egg gag ctg ggc ttg cac agg ggc gag gtc aac 96 
Asp Ala Glu Asp Arg Arg Glu Leu Gly Leu His Arg Gly Glu Val Asn 
15 20 25 

ttt gga ggg tct ggg aag aag cga ggc aag ttt gta egg gtg ccg age 144 
Phe Gly Gly Ser Gly Lys Lys Arg Gly Lys Phe Val Arg Val Pro Ser 
30 35 40 45 

gga gtg gee ccg tct gtg etc ttt gac ctg ctg ctt get gag tgg cac 192 
Gly Val Ala Pro Ser Val Leu Phe Asp Leu Leu Leu Ala Glu Trp His 
50 55 60 

ctg ccg gec ccc aac ctg gtg gtg tec ctg gtg ggt gag gag cag cct 240 
Leu Pro Ala Pro Asn Leu Val Val Ser Leu Val Gly Glu Glu Gin Pro 
65 70 75 

45 !£ C 9 ? C atg aag tCC tgg ctg cgg Sat gtg ctg cgc aag ggg ctg gtg 288 
Phe Ala Met Lys Ser Trp Leu Arg Asp Val Leu Arg Lys Gly Leu Val 
80 85 90 

aag gcg get cag age aca gga gee tgg ate ctg ace agt gec etc cgc 336 
50 Lys Ala Ala Gin Ser Thr Gly Ala .Trp He Leu Thr Ser Ala Leu Aro 
95 100 105 

gtg ggc ctg gec agg cat gtc ggg cag gec gtg cgc gac cac teg ctg 384 
Val Gly Leu Ala Arg His Val Gly Gin Ala Val Arg Asp His Ser Leu 
55 110 120 125 

gee age acg tec ace aag gtc cgt gtg gtt get gtc ggc atg gec teg 432 
Ala Ser Thr Ser Thr Lys Val Arg Val Val Ala Val Gly Met Ala Ser 
130 135 140 

60 ctg ggc cgc gtc ctg cac cgc cgc att ctg gag gag gec cag gag gat 480 

Leu Gly Arg Val Leu His Arg Arg He Leu Glu Glu Ala Gin Glu Asp 
145 150 155 
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10 



25 



lit d*- ?, t ? S* ^ S Ct 9 f 9 gat 9aC 9gC 9gC agC Cag ggc ccc ctc 528 
Phe Pro val His Tyr Pro Glu Asp Asp Gly Gly Ser Gin Gly Pro Leu 

160 165 170 

tgt tea ctg gac age aac ctc tec cac ttc ate ctg gtg gag cca ggc 576 
Cys Ser Leu Asp Ser Asn Leu Ser His Phe lie Leu Val Glu Pro Gly 
1? 5 180 185 

Pro r? 9 f a9 2?° ? at 5? g Ctg acg gag ctg cg 9 ct 9 «OT ctg gag 624 
Pro Pro Gly Lys Gly Asp Gly Leu Thr Glu Leu Arg Leu Arg Leu Glu 

190 195 2 oo 205 

aag cac ate teg gag cag agg gcg ggc tac ggg ggc act ggc age ate 672 
Lys His He Ser Glu Gin Arg Ala Gly Tyr Gly Gly Thr Gly Ser He 

210 215 220 15 

gag ate cct gtc ctc tgc ttg ctg gtc aat ggt gat ccc aac ace ttg 720 
Glu He Pro Val Leu Cys Leu Leu Val Asn Gly Asp Pro Asn Thr Leu 
225 230 235 

20 

gag agg ate tec agg gee gtg gag cag get gec ccg tgg ctg ate ctg 768 
Glu Arg He Ser Arg Ala Val Glu Gin Ala Ala Pro Trp Leu He Leu 
240 245 250 

gta ggc teg ggg ggc ate gee gat gtg ctt get gee eta gtg aac cag 816 
Val Gly Ser Gly Gly He Ala Asp Val Leu Ala Ala Leu Val Asn Gin 
255 260 265 

ccc cac ctc ctg gtg ccc aag gtg gee gag aag cag ttt aag gag aag 864 
Pro His Leu Leu Val Pro Lys Val Ala Glu Lys Gin Phe Lys Glu Lys 

270 275 280 285 30 

ttc ccc age aag cat ttc tct tgg gag gac ate gtg cgc tgg acc aag 912 

Phe Pro Ser Lys His Phe Ser Trp Glu Asp He Val Arg Trp Thr Lys 
290 295 300 

35 

ctg ctg cag aac ate acc tea cac cag cac ctg ctc acc gtg tat gac 960 

Leu Leu Gin Asn He Thr Ser His Gin His Leu Leu Thr Val Tyr Asp 
305 310 315 

ttc gag cag gag ggc tec gag gag ctg gac acg gtc ate ctg aag gcg 1008 40 

Phe Glu Gin Glu Gly Ser Glu Glu Leu Asp Thr Val lie Leu Lys Ala 
320 325 330 

ctg gtg aaa gee tgc aag age cac age cag gag cct cag gac tat ctg 1056 
Leu Val Lys Ala Cys Lys Ser His Ser Gin Glu Pro Gin Asp Tyr Leu 

335 340 345 45 

gat gag etc aag ctg gee gtg gee tgg gac cgc gtg gac ate gee aag 1104 
Asp Glu Leu Lys Leu Ala Val Ala Trp Asp Arg Val Asp He Ala Lys 
350 355 360 365 

50 

agt gag ate ttc aat ggg gac gtg gag tgg aag tec tgt gac ctg gag 1152 
Ser Glu He Phe Asn Gly Asp Val Glu Trp Lys Ser Cys Asp Leu Glu 
370 375 380 

gag gtg atg gtg gac gec ctg gtc age aac aag ccc gag ttt gtg cgc 1200 55 

Glu Val Met Val Asp Ala Leu Val Ser Asn Lys Pro Glu Phe Val Arg 
385 390 395 

ctc ttt gtg gac aac ggc gca gac gtg gee gac ttc ctg acg tat ggg 1248 
Leu Phe Val Asp Asn Gly Ala Asp Val Ala Asp Phe Leu Thr Tyr Glv 

400 405 410 60 
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10 



15 



20 



25 



30 



40 



45 



55 



egg ctg cag gag etc tac cgc tec gtg tea cgc aag age eta etc ttc 
Arg Leu Gin Glu Leu Tyr Arg Ser Val Ser Arg LyI S« teZ £eu Phe 
415 420 425 



460 



tec ctg cac gag gtc tec cgc gta etc aag gac ttc ctg cag gac gec 
Ser Leu His Glu Val Ser Arg Val Leu Lys Asp Phe Leu Gin Asp Ala 
465 470 



475 



tgg age aag acc ace tgc ctg cac ctg gec acc gag get gac gee aag 

Trp Ser Lys Thr Thr Cys Leu His Leu Ala Thr Glu Ala Asp Ala Lys 
50 610 615 620 

gec ttc ttt gec cac gac ggc gtt cag gec ttc ctg acc agg ate tgg 

Ala Phe Phe Ala His Asp Gly Val Gin Ala Phe Leu Thr Arg He TrS 
625 630 635 



1296 



ttZ t 5 T 9 £? g f gg aag cag 939 gag gcc cg S ctg acg ctg gec ggc 1344 
Asp Leu Leu Gin Arg Lys Gin Glu Glu Ala Arg Leu Thr Leu Ala Gly 
430 435 440 445 

ctg ggc acc cag cag gcc egg gag cca ccc gcg ggg cca ccg gcc ttc 139? 
Leu Gly Thr Gin Gin Ala Arg Glu Pro Pro ila Sly Pro £o iSa Phe 
450 .455 



1440 



1488 



tgc cga ggc ttc tac cag gac ggc egg cca ggg gac cgc agg agg gcg 
Cys Arg Gly Phe Tyr Gin Asp Gly Arg Pro Gly Asp Arg Arg Arg All 
480 485 490 

gag aag ggc ccg gcc aag egg ccc acg ggc cag aag tgg ctg ctg gac 1536 
Glu Lys Gly Pro Ala Lys Arg Pro Thr Gly Gin Lys Trp Leu Leu Isp 
495 500 505 

ctg aac cag aag age gag aac ccc tgg egg gac ctg ttc ctg tgg gcc 1584 
Leu Asn Gin Lys Ser Glu Asn Pro Trp Arg Asp Leu Phe Leu Trp Ala 
510 515 520 525 

gtg ctg cag aac cgc cac gag atg gcc acc tac ttc tgg gcc atg ggc 1632 
Val Leu Gin Asn Arg His Glu Met Ala Thr Tyr Phe Trp Ala Met Gly 
530 535 540 

cag gaa ggt gtg gca gcc gca ctg gcc gcc tgc aaa ate etc aaa gag 
Gin Glu Gly Val Ala Ala Ala Leu Ala Ala Cys Lys lie Leu Lys Glu 
545 550 555 

atg teg cac ctg gag acg gag gcc gag gcg gcc cga gcc acg cgc gag 
Met Ser His Leu Glu Thr Glu Ala Glu Ala Ala Arg Ala Thr Ara Glu 
560 565 570 



1680 



1728 



gcg aaa tac gag egg ctg gcc ctt gac etc ttc tec gag tgc tac age 1776 
Ala Lys Tyr Glu Arg Leu Ala Leu Asp Leu Phe Ser Glu Cys Tyr Ser 
575 580 585 

aac agt gag gcc cgc gcc ttc gcc ctg ctg gtg cgc egg aac cgc tgc 1824 
Asn Ser Glu Ala Arg Ala Phe Ala Leu Leu Val Arg Arg Asn Arg Cys 
590 595 600 605 



1872 



1920 



1968 



tgg ggg gac atg gcc gca ggc acg ccc ate ctg egg ctg eta gga gcc 
Trp Gly Asp Met Ala Ala Gly Thr Pro lie Leu Arg Leu Leu Gly Ala 
640 645 650 

*n tu C ? tC l gC » CC g ? C Ctc gtc tat acc aac ctc atc ac <= ttc agt gag 2016 
60 Phe Leu Cys Pro Ala Leu Val Tyr Thr Asn Leu He Thr Phe Ser Glu 
655 660 665 



65 
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att gat gaa gcc cgt gtg aac tgc tec acc cac cca ctg ctg ctg gag 
He Asp Glu Ala Arg Val Asn Cys Ser Thr His Pro Leu Leu Leu Glu 
930 935 940 



10 



gaa get ccc ctg agg aca ggc ctg gag gac ctg cag gac ctg gac age 2064 
Glu Ala Pro Leu Arg Thr Gly Leu Glu Asp Leu Gin Asp Leu Asp Ser 
670 675 680 685 

ctg gac acg gag aag age ccg ctg tat ggc ctg cag age egg gtg gag 2112 
Leu Asp Thr Glu Lys Ser Pro Leu Tyr Gly Leu Gin Ser Arg Val Glu 
690 695 700 

gag ctg gtg gag gcg ccg agg get cag ggt gac cga ggc cca cgt get 2160 
Glu Leu Val Glu Ala Pro Arg Ala Gin Gly Asp Arg Gly Pro Arg Ala 
705 710 715 

?r fc ? Ctg ctc aca cgc t99 cgg aaa ttc tg 9 99c get ccc gtg act 2208 
Val Phe Leu Leu Thr Arg Trp Arg Lys Phe Trp Gly Ala Pro Val Thr 

72 0 725 730 15 

gtg ttc ctg ggg aac gtg gtc atg tac ttc gcc ttc ctc ttc ctg ttc 2256 
Val Phe Leu Gly Asn Val Val Met Tyr Phe Ala Phe Leu Phe Leu Phe 
735 740 745 

acc tac gtc ctg ctg gtg gac ttc agg ccg ccc ccc cag ggc ccc tea 2304 " 

Thr Tyr Val Leu Leu Val Asp Phe Arg Pro Pro Pro Gin Gly Pro Ser 
750 755 760 765 

ggg ccc gag gtc acc ctc tac ttc tgg gtc ttt acg ctg gtg ctg gac 2352 
Gly Pro Glu Val Thr Leu Tyr Phe Trp Val Phe Thr Leu Val Leu Glu 
770 775 780 

gaa ate egg cag ggc ttc ttc aca gac gag gac aca cac ctg gtg aag 2400 
Glu He Arg Gin Gly Phe Phe Thr Asp Glu Asp Thr His Leu Val Lys 

785 790 795 30 

aag ttc aca ctg tat gtg ggg gac aac tgg aac aag tgt gac atg gtg 2448 
Lys Phe Thr Leu Tyr Val Gly Asp Asn Trp Asn Lys Cys Asp Met Val 
800 805 810 

35 

gcc ate ttc ctg ttc ate gtg ggt gtc acc tgc agg atg ctg ccg teg 2496 
Ala lie Phe Leu Phe lie Val Gly Val Thr Cys Arg Met Leu Pro Ser 
815 820 825 

gcg ttt gag get ggc cgc acg gtc ctc gcc atg gac ttc atg gtg ttc 2544 40 

Ala Phe Glu Ala Gly Arg Thr Val Leu Ala Met Asp Phe Met Val Phe 
830 835 840 845 

acg ctg egg ctg ate cat ate ttt gcc ata cac aag cag ctg ggc ccc 2592 
Thr Leu Arg Leu lie His lie Phe Ala lie His Lys Gin Leu Gly Pro 

850 855 860 45 

aag ate ate gtg gta gag cgc atg atg aag gac gtc ttc ttc ttc ctc 2640 
Lys lie He Val Val Glu Arg Met Met Lys Asp Val Phe Phe Phe Leu 
865 870 875 

50 

ttc ttt ctg age gtg tgg ctc gtg gcc tac ggt gtc acc acc cag gcg 2688 
Phe Phe Leu Ser Val Trp Leu. Val Ala Tyr Gly Val Thr Thr Gin Ala 
880 885 890 

ctg ctg cac ccc cat gac ggc cgc ctg gag tgg ate ttc cgc egg gtg 2736 55 

Leu Leu Has Pro His Asp Gly Arg Leu Glu Trp He Phe Arg Arg Val 
895 900 905 

ctc tac egg ccc tac ctg cag ate ttc ggc cag ate cca ctg gac gag 2784 
Leu Tyr Arg Pro Tyr Leu Gin He Phe Gly Gin He Pro Leu Asp Glu 

910 915 920 925 60 



2832 
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IT n° a c CC I 9 * CCC a0C ctc tat gcc aac tgg ctg gtc ate etc 2880 

Asp Ser Pro Ser Cys Pro Ser Leu Tyr Ala Asn Tr^ Leu Va? ?£ 88 ° 
45 950 955 

5 ctg ctg gtc acc ttc ctg ttg gtc acc aat gtg ctg ctc ata aac eta 9q™ 

Leu Leu Val Thr Phe Leu Leu Val Thr Asn Sal L^ Leu Me? £n Leu 2928 
950 965 g 70 



10 



15 



20 



25 



etc ate gee atg ttc age tac acg ttc cag gtg gtg cag ggc aac oca 3Q7fi 
Leu lie Ala Met Phe Ser Tyr Thr Phe Gin Val Val Gin lly *Jn lit ^ 
»'-> 980 985 

f 3C ^u C t9g aag ttc ca9 c » c tac aac ctff att gtg gag tac cac 30™ 
Asp Met Phe Trp Lys Phe Gin Arg Tyr Asn Leu lie Val Ilu £r ttl 3024 

* S0 995 1000 1005 

gag cgc ccc gcc ctg gec ccg ccc ttc ate ctg ctc age cac ctg aac wo 
Glu Arg Pro Ala Leu Ala Pro Pro Phe He Leu Leu Ser m.s Leu llr 
1010 10 i5 1020 

f^, SS 9 f tC * 9C C9g gt ? ttc aag aag 9 a ^ 3Ct gag cac aag egg gag 3120 
Leu Thr Leu Arg Arg Val Phe Lys Lys Glu Ala Glu His Lyi A?g llu 
102 5 1030 1035 

cac ctg gag aga gac ctg cca gac ccc ctg gac cag aag gtc ate acc Tifi« 

1S LCU ?^ n Ar9 ASP ^ Pr ° As P Pro Leu Gin uA Val Val t£ " 
1040 1045 1050 

tgg gag aca gtc cag aag gag aac ttc ctg age aag atg gag aao coa ^ik 
30 Trp Glu Thr Val Gin Lys Glu Asn Phe Leu Ser Lyi Me? S2 L^s A?g 3216 
1055 1060 1065 

agg agg gac age gag ggg gag gtg ctg egg aaa acc gec cac aga gtg 3264 
Arg Arg Asp Ser Glu Gly Glu Val Leu Arg Lys Thr Ala His Arg Val 
35 1075 1080 1085 

ttZ L tC ti* ?? C aag taC Ctc ggg S9g cfc S *sa 939 caa gaa aag cgc 3312 
Asp Phe He Ala Lys Tyr Leu Gly Gly Leu Arg Glu Gin llu Lyi Arg 

1090 1095 iioo 

ate aag tgt ctg gag tea cag ate aac tac tgc teg gtg etc ota tec ^fin 
He Lys cys Leu Glu Ser Gin lie Asn Tyr Cys Se? Val ten Sal Ser 
H05 mo 1115 

*s c CC 2*? ?? fc gt ? Ct9 gcc cag ggt 9ffc ggc ccc egg age tct cag 3408 
45 Ser Val Ala Asp Val Leu Ala Gin Gly Gly Gly Pro Arg Ser Ser G*n 
1X20 H25 H30 

cac tgt ggc gag gga age cag ctg gtg get get gac cac aga ggt ggt 3456 
Has Cys Gly Glu Gly Ser Gin Leu Val Ala Ala Xsp His A?g Gly Gly 
50 H35 H40 H45 

xl* ? at 2?° £? 9 g ? a Caa ccc ggg gct g ^ c ca 9 cct ccc teg gac aca 3504 
Leu Asp Gly Trp Glu Gin Pro Gly Ala Gly Gin Pro Pro Ser Lp Thr 
1150 1155 U60 H65 

tgagctgett ggcctgccac gtgtggggcc acctctcttc agttggccac cctgcacgtt 3564 

gtgeactgae ctttgccgac ctccagcgga accccccagg gggcaccagc cccccagcag 3624 

acaatggccc tcctggtgcc tcaccacaga ccctcaccca aaggaacege tccttgtccc 3684 

tcctggcctc cccggaggca cagcagtgtc atggggctgt ctcccctgac aggcacaact 3744 

ccccgggcag aaaacgtgcc ccaccgcatc cctacctgga aactgaccag cctgcactgt 3804 

65 
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ggaaaagctg gccctgtggc gtgacggggg agcaccccca tccagactgc gaagctgctc 3864 
tgggtctgca cccacccctg ccctgacttg tgttgcctga caagagact 3913 



<210> 2 
<211> 1165 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 2 



5 



10 



15 



20 



25 



Met Gin Asp Val Gin Gly Pro Arg Pro Gly Ser Pro Gly Asp Ala Glu 
1 5 10 15 

Asp Arg Arg Glu Leu Gly Leu His Arg Gly Glu Val Asn Phe Gly Glv 
20 25 30 

Ser Gly Lys Lys Arg Gly Lys Phe Val Arg Val Pro Ser Gly Val Ala 
35 40 45 

Pro Ser Val Leu Phe Asp Leu Leu Leu Ala Glu Trp His Leu Pro Ala 
50 55 60 

Pro Asn Leu Val Val Ser Leu Val Gly Glu Glu Gin Pro Phe Ala Met 
65 7 ° 75 80 

Lys Ser Trp Leu Arg Asp Val Leu Arg Lys Gly Leu Val Lys Ala Ala 

85 90 95 30 

Gin Ser Thr Gly Ala Trp He Leu Thr Ser Ala Leu Arg Val Gly Leu 
100 105 no 

Ala Arg His Val Gly Gin Ala Val Arg Asp His Ser Leu Ala Ser Thr 
115 120 125 

Ser Thr Lys Val Arg Val Val Ala Val Gly Met Ala Ser Leu Gly Arg 
130 135 140 

Val Leu His Arg Arg He Leu Glu Glu Ala Gin Glu Asp Phe Pro Val 
145 150 155 160 

His Tyr Pro Glu Asp Asp Gly Gly Ser Gin Gly Pro Leu Cys Ser Leu 
165 170 175 

Asp Ser Asn Leu Ser His Phe He Leu Val Glu Pro Gly Pro Pro Gly 
180 185 190 

Lys Gly Asp Gly Leu Thr Glu Leu Arg Leu Arg Leu Glu Lys His He 

195 200 205 50 

Ser Glu Gin Arg Ala Gly Tyr Gly Gly Thr Gly Ser He Glu He Pro 
210 215 220 

Val Leu Cys Leu Leu Val Asn Gly Asp Pro Asn Thr Leu Glu Arg He 
225 230 235 240 

Ser Arg Ala Val Glu Gin Ala Ala Pro Trp Leu He Leu Val Gly Ser 
245 250 255 

Gly Gly He Ala Asp Val Leu Ala Ala Leu Val Asn Gin Pro His Leu 60 
260 265 270 

Leu Val Pro Lys Val Ala Glu Lys Gin Phe Lys Glu Lys Phe Pro Ser 
275 280 285 

65 
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45 
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Lys His Phe Ser Trp Glu Asp lie Val Arg Trp Thr Lys Leu Leu Gin 
290 295 300 

Asm lie Thr Ser His Gin His Leu Leu Thr Val Tyr Asp Phe Glu Gin 



310 



315 



320 



Glu Gly Ser Glu Glu Leu Asp Thr Val He Leu Lys Ala Leu Val Lys 
325 330 335 

io Ala Cys Lys Ser His Ser Gin Glu Pro Gin Asp Tyr Leu Asp Glu Leu 
340 345 350 

Lys Leu Ala Val Ala Trp Asp Arg Val Asp He Ala Lys Ser Glu He 
355 360 365 

15 

Phe Asn Gly Asp Val Glu Trp Lys Ser Cys Asp Leu Glu Glu Val Met 
370 375 380 



20 



25 



Val Asp Ala Leu Val Ser Asn Lys Pro Glu Phe Val Arg Leu Phe Val 
385 390 395 400 

Asp Asn Gly Ala Asp Val Ala Asp Phe Leu Thr Tyr Gly Arg Leu Gin 
405 410 415 

Glu Leu Tyr Arg Ser Val Ser Arg Lys Ser Leu Leu Phe Asp Leu Leu 



420 



425 



430 



35 



Gin Arg Lys Gin Glu Glu Ala Arg Leu Thr Leu Ala Gly Leu Glv Thr 
435 440 445 

30 Gin Gin Ala Arg Glu Pro Pro Ala Gly Pro Pro Ala Phe Ser Leu His 
450 455 460 

Glu Val Ser Arg Val Leu Lys Asp Phe Leu Gin Asp Ala Cys Arg Gly 
465 470 475 480 

Phe Tyr Gin Asp Gly Arg Pro Gly Asp Arg Arg Arg Ala Glu Lys Gly 
485 490 495 

Pro Ala Lys Arg Pro Thr Gly Gin Lys Trp Leu Leu Asp Leu Asn Gin 
40 500 505 510 

Lys Ser Glu Asn Pro Trp Arg Asp Leu Phe Leu Trp Ala Val Leu Gin 
515 520 525 

Asn Arg His Glu Met Ala Thr Tyr Phe Trp Ala Met Gly Gin Glu Gly 
45 530 535 54 q 

Val Ala Ala Ala Leu Ala Ala Cys Lys He Leu Lys Glu Met Ser His 
545 550 555 560 

50 Leu Glu Thr Glu Ala Glu Ala Ala Arg Ala Thr Arg Glu Ala Lys Tyr 
565 570 575 

Glu Arg Leu Ala Leu Asp Leu Phe Ser Glu Cys Tyr Ser Asn Ser Glu 
580 585 590 



55 



60 



Ala Arg Ala Phe Ala Leu Leu Val Arg Arg Asn Arg Cys Trp Ser Lys 
595 600 605 

Thr Thr Cys Leu His Leu Ala Thr Glu Ala Asp Ala Lys Ala Phe Phe 
610 615 620 

Ala His Asp Gly Val Gin Ala Phe Leu Thr Arg He Trp Trp Gly Asp 
625 630 635 640 
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Met Ala Ala Gly Thr Pro He Leu Arg Leu Leu Gly Ala Phe Leu Cys 
645 650 655 

Pro Ala Leu Val Tyr Thr Asn Leu He Thr Phe Ser Glu Glu Ala Pro 

660 " 



665 



670 



Leu Arg Thr Gly Leu Glu Asp Leu Gin Asp Leu Asp Ser Leu Asp Thr 

675 ° ^ 



680 



685 



Glu Lys Ser Pro Leu Tyr Gly Leu Gin Ser Arg Val Glu Glu Leu Val 



695 



700 



Glu Ala Pro Arg Ala Gin Gly Asp Arg Gly Pro Arg Ala Val Phe Leu 



710 



715 



720 



Leu Thr Arg Trp Arg Lys Phe Trp Gly Ala Pro Val Thr Val Phe Leu 
72 5 730 735 

Gly Asn Val Val Met Tyr Phe Ala Phe Leu Phe Leu Phe Thr Tvr Val 
740 745 750 

Leu Leu Val Asp Phe Arg Pro Pro Pro Gin Gly Pro Ser Gly Pro Glu 
755 760 765 

770 ^ ^ 775 ^ G1U G1U IlG Arg 



780 



Gin Gly Phe Phe Thr Asp Glu Asp Thr His Leu Val Lys Lys Phe Thr 
785 790 795 800 

Leu Tyr Val Gly Asp Asn Trp Asn Lys Cys Asp Met Val Ala He Phe 
805 810 815 

Leu Phe He Val Gly Val Thr Cys Arg Met Leu Pro Ser Ala Phe Glu 
820 825 830 

Ala Gly Arg Thr Val Leu Ala Met Asp Phe Met Val Phe Thr Leu Arg 
835 840 845 

Leu lie His He Phe Ala He His Lys Gin Leu Gly Pro Lys He He 



855 



860 



Val Val Glu Arg Met Met Lys Asp Val Phe Phe Phe Leu Phe Phe Leu 
865 87t > 875 sac 

Ser Val Trp Leu Val Ala Tyr Gly Val Thr Thr Gin Ala Leu Leu His 
885 890 895 

Pro His Asp Gly Arg Leu Glu Trp lie Phe Arg Arg Val Leu Tyr Arg 



905 



910 



Pro Tyr Leu Gin He Phe Gly Gin He Pro Leu Asp Glu He Asp Glu 



920 



925 



Ala Arg Val Asn Cys Ser Thr His Pro Leu Leu Leu Glu Asp Ser Pro 



935 



940 



Ser Cys Pro Ser Leu Tyr Ala Asn Trp Leu Val He Leu Leu Leu Val 
945 950 955 960 

Thr Phe Leu Leu Val Thr Asn Val Leu Leu Met Asn Leu Leu He Ala 
965 970 975 

Met Phe Ser Tyr Thr Phe Gin Val Val Gin Gly Asn Ala Asp Met Phe 
9 °0 985 990 



10 



is 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 
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Trp Lys Phe Gin Arg Tyr Asn Leu He Val Glu Tyr His Glu Arg Pro 
995 1000 1005 

Ala Leu Ala Pro Pro Phe He Leu Leu Ser His Leu Ser Leu Thr Leu 
5 1010 1015 1020 

Arg Arg Val Phe Lys Lys Glu Ala Glu His Lys Arg Glu His Leu Glu 
1025 1030 1035 1040 

10 Arg Asp Leu Pro Asp Pro Leu Asp Gin Lys Val Val Thr Trp Glu Thr 
1045 1050 1055 

Val Gin Lys Glu Asn Phe Leu Ser Lys Met Glu Lys Arg Arg Arg Asn 
1060 1065 1070 

15 

Ser Glu Gly Glu Val Leu Arg Lys Thr Ala His Arg Val Asp Phe He 
1075 1080 1085 

Ala Lys Tyr Leu Gly Gly Leu Arg Glu Gin Glu Lys Arg He Lys Cys 
20 1090 1095 1100 

Leu Glu Ser Gin He Asn Tyr Cys Ser Val Leu Val Ser Ser Val Ala 
1105 mo ins 1120 

Asp Val Leu Ala Gin Gly Gly Gly Pro Arg Ser Ser Gin His Cys Gly 
25 H25 H30 H35 

Glu Gly Ser Gin Leu Val Ala Ala Asp His Arg Gly Gly Leu Asp Gly 
H40 1145 H50 

30 Trp Glu Gin Pro Gly Ala Gly Gin Pro Pro Ser Asp Thr 
1155 H60 H65 



<210> 3 

<211> 2628 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 
40 <221> CDS 

<222> (10) . . . (2625) 

<400> 3 - 

45 gaggccacc atg cag gat gtc caa ggc ccc cgt ccc gga age ccc ggg 48 
Met Gin Asp Val Gin Gly Pro Arg Pro Gly Ser Pro Gly 
15 10 



gat get gaa gac egg egg gag ctg ggc ttg eac agg ggc gag gtc aac 
50 Asp Ala Glu Asp Arg Arg Glu Leu Gly Leu His Arg Gly Glu Val Asn 
15 20 25 



96 



ttt gga ggg tct ggg aag aag cga ggc aag ttt gta egg gtg ccg age 144 
Phe Gly Gly Ser Gly Lys Lys Arg Gly Lys Phe Val Arg Val Pro Ser 
55 30 35 40 45 

gga gtg gee ccg tct gtg etc ttt gac ctg ctg ctt get gag tgg eac 192 
Gly Val Ala Pro Ser Val Leu Phe Asp Leu Leu Leu Ala Glu Trp His 
50 55 60 

60 ctg ccg gec ccc aac ctg gtg gtg tec ctg gtg ggt gag gag cag cct 240 

Leu Pro Ala Pro Asn Leu Val Val Ser Leu Val Gly Glu Glu Gin Pro 

65 70 75 

65 
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I? * ? f 99 o CC t9g Ctg Cgg gat ct 9 C 9 C aag ggg ctg gtg 
Phe Ala Met Lys Ser Trp Leu Arg Asp Val Leu Arg Lys Gly Leu Val 
80 85 90 

f 3 ? ?? 9 ?f C agc aca 9 9 a 9 CC *W ate ctg acc agt gec etc cgc 
Lys Ala Ala Gin Ser Thr Gly Ala Trp He Leu Thr sir Ala Leu Arg 
95 100 105 



Va? r?S fl?, ?? ? t S*? 999 cag gcc 9tg C 9 C 9 ac cac t<=9 ctg 

Val Gly Leu Ala Arg His Val Gly Gin Ala Val Arg Asp His Ser Leu 

110 H5 120 125 



288 



336 



3 « 10 



o 9C -u 9 o CC aCC aag gtc cgt S fct 9 ct 9tc ggc atg gcc teg 

Ala Ser Thr Ser Thr Lys Val Arg Val Val Ala Val Gly Met Ala Ser 

130 135 140 

ft?, o? C » 9C S*? f tg Cac Cgc cgc att ct 9 9 a 9 9a3 gcc cag gag gat 
Leu Gly Arg Val Leu His Arg Arg He Leu Glu Glu Ala Gin Glu Lp 
"5 150 155 * 

ttt cct gtc cac tac cct gag gat gac ggc ggc age cag ggc ccc etc 
Phe Pro Val His Tyr Pro Glu Asp Asp Gly Gly sir Gil <£? Prl LeS 

160 165 170 

tgt tea ctg gac age aac etc tec cac ttc ate ctg gtg gag cca ggc 576 
Cys Ser Leu Asp Ser Asn Leu Ser His Phe He Leu Val Glu Pro Gly 
175 180 185 

ccc ccg ggg aag ggc gat ggg ctg acg gag ctg egg ctg agg ctg gag 624 
Pro Pro Gly Lys Gly Asp Gly Leu Thr Glu Leu Arg Leu Arg Leu Glu 

190 195 200 205 30 

ttl ^° c° g 2? g ^f 9 agg gCg ggc tac ggg ggc act ^ c a 9 c ate 672 
Lys His lie Ser Glu Gin Arg Ala Gly Tyr Gly Gly Thr Gly Ser He 

210 215 220 



432 

15 

480 

20 

528 

25 



35 



ri g t, C o Ct ?/? ? tC l gc ttg ctg gtc aat ggt * at ccc aac a <=c ttg 720 
Glu He Pro Val Leu Cys Leu Leu Val Asn Gly Asp Pro Asn Thr Leu 
225 230 235 

gag agg ate tec agg gcc gtg gag cag get gcc ccg tgg ctg ate ctg 768 40 

Glu Arg rie Ser Arg Ala Val Glu Gin Ala Ala Pro Trp Leu lie Leu 
240 245 250 

?/ t ? 2?° ^ Cg 9 ? g ggc atc gcc gat 9 fc 9 ctt 9ct gcc eta gtg aac cag 816 
Val Gly Ser Gly Gly lie Ala Asp Val Leu Ala Ala Leu Val Asn Gin 

255 260 265 45 

S 3C ^ tC r tg gt ? ° CC aag gtg gcc gag aag ca 9 tfct aa S Sag. aag 864 
Pro His Leu Leu Val Pro Lys Val Ala Glu Lys Gin Phe Lys Glu Lys 

270 275 280 285 

ttc ccc age aag cat ttc tct tgg gag gac atc gtg cgc tgg acc aag 
Phe Pro Ser Lys Hxs Phe Ser Trp Glu Asp lie Val Arg Trp Thr Lys 
290 295 300 

jl g ^ aa ° ^ C £i c tCa cac cag cac ct 9 etc acc gtg tat gac 960 
Leu Leu Gin Asn He Thr Ser His Gin His Leu Leu Thr Val Tyr Asp 
305 310 315 

PhP rin r a « rf g r?° c° C ? ag gag Ctg gac acg gtc atc ctg aa S 5cg 1008 
Phe Glu Gin Glu Gly Ser Glu Glu Leu Asp Thr Val He Leu Lys Ala 

320 325 330 60 

T °i g f aa ?? C ~ gC aag agc cac agc cag sag cct cag gac tat ctg 
Leu Val Lys Ala Cys Lys Ser His Ser Gin Glu Pro Gin Asp Tyr Leu 
335 340 345 
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5 



20 



25 



30 



40 



45 



gat gag etc aag ctg gec gtg gec tgg gac cgc gtg gac ate gec aag 
Asp Glu Leu Lys Leu Ala Val Ala Trp Asp Arg Val Asp lie Ala Lys 
350 355 360 365 



egg ctg cag gag etc tac cgc tec gtg tea cgc aag age ctg etc ttc 
Arg Leu Gin Glu Leu Tyr Arg Ser Val Ser Arg Lys Ser Leu Leu Phe 
415 420 425 



445 



ctg aac cag aag age gag aac ccc tgg egg gac ctg ttc ctg tgg gec 
Leu Asn Gin Lys Ser Glu Asn Pro Trp Arg Asp Leu Phe Leu Trp Ala 
51 ° 515 520 525 



1104 



agt gag ate ttc aat ggg gac gtg gag tgg aag tec tgt gac ctg gag 1152 
Ser Glu lie Phe Asn Gly Asp Val Glu Trp Lys Ser Cys Asp Leu Glu 
37 0 375 380 

tn H? 9 H fc ? at9 gtg gaC gCC Ctg gtc agc aac aa 9 ccc 9*9 ttt gtg cgc 1200 
io Glu Val Met Val Asp Ala Leu Val Ser Asn Lys Pro Glu Phe Val Arc 
385 390 395 

? tC gt ? gac aac 9gc gca 9 ac 9tg gec gac ttc ctg acg tat ggg 1248 
Leu Phe Val Asp Asn Gly Ala Asp Val Ala Asp Phe Leu Thr Tyr Glv 
15 400 405 410 



1296 



gac ctg ctg cag egg aag cag gag gag gec egg ctg acg ctg gec ggc 1344 
Asp Leu Leu Gin Arg Lys Gin Glu Glu Ala Arg Leu Thr Leu Ala Gly 
430 435 440 



ctg ggc ace cag cag gec egg gag cca ccc gcg ggg cca ccg gec ttc 1392 
Leu Gly Thr Gin Gin Ala Arg Glu Pro Pro Ala Gly Pro Pro Ala Phe 
450 455 460 

tec ctg cac gag gtc tec cgc gta etc aag gac ttc ctg cag gac gec 1440 
Ser Leu His Glu Val Ser Arg Val Leu Lys Asp Phe Leu Gin Asp Ala 
465 470 475 

tgc cga ggc ttc tac cag gac ggc egg cca ggg gac cgc agg agg gcg 1488 
Cys Arg Gly Phe Tyr Gin Asp Gly Arg Pro Gly Asp Arg Arg Arg Ala 
35 480 485 490 

gag aag ggc ccg gec aag egg ccc acg ggc cag aag tgg ctg ctg gac 1536 
Glu Lys Gly Pro Ala Lys Arg Pro Thr Gly Gin Lys Trp Leu Leu Asp 
495 500 505 



1584 



gtg ctg cag aac cgc cac gag atg gec ace tac ttc tgg gec atg ggc 1632 

Val Leu Gin Asn Arg His Glu Met Ala Thr Tyr Phe Trp Ala Met Gly 

530 535 540 

cag gaa ggt gtg gca gee gca ctg gec gee tgc aaa ate etc aaa gag 1680 

Gin Glu Gly Val Ala Ala Ala Leu Ala Ala Cys Lys He Leu Lys Glu 
50 545 550 555 

atg teg cac ctg gag acg gag gee gag gcg gee cga gee acg cgc gag 1728 

Met Ser His Leu Glu Thr Glu Ala Glu Ala Ala Arg Ala Thr Arg Glu 
560 565 570 

55 gcg aaa tac gag egg ctg gec ctt gac etc ttc tec gag tgc tac age 1776 

Ala Lys Tyr Glu Arg Leu Ala Leu Asp Leu Phe Ser Glu Cys Tyr Ser 
575 580 585 

aac agt gag gee cgc gec ttc gec ctg ctg gtg cgc egg aac cgc tgc 1824 

As* 1 Se * Glu Ala Arg Ala Phe Ala Leu Leu Val Arg Arg Asn Ara Cvs 
59 ° 595 600 605 



65 
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tgg age aag acc acc tgc ctg cac ctg gec acc gag get gac <rcc aaa 
Trp Ser Lys Thr Thr Cys Leu His Leu Ala Thr Glu fla S£ Lyl 
610 615 6 20 

Ala l£ pho f?° u- C ? a ° 9 ? C gtt cag gcc ttc ctg acc agg ate tgg 
Ala Phe Phe Ala Hxs Asp Gly Val Gin Ala Phe Leu Thr Arg lie Trp 
625 630 



635 



tgg ggg gac atg gee gca ggc acg ccc ate ctg egg ctg eta gqa qcc 
Trp Gly Asp Met Ala Ala Gly Thr Pro He Leu jg Leu Leu Gly 111 
640 645 650 

ttc etc tgc ccc gcc etc gtc tat acc aac etc ate acc ttc agt gag 
Phe Leu Cys Pro Ala Leu Val Tyr Thr Asn Leu He Thr Phe Ser Glu 
655 660 665 

n,* ?? t Ctg agg aca 9gc ctg gag gac ctg cag gac ctg gac age 
Glu Ala Fro Leu Arg Thr Gly Leu Glu Asp Leu Gin isp Leu Lp sir 
670 675 680 685 

jl 9 ? a ° t Cg Hf 9 aag agc Ccg ctg tat ggc ctg ca S age egg gtg gag 
Leu Asp Tnr Glu Lys Ser Pro Leu Tyr Gly Leu Gin Ser Arg Val Glu 

690 695 voo 



gag ctg gng gag gcg ccg agg get cag ggt gac cga ggc cca cgt get 
Glu Leu Val Glu Ala Pro Arg Ala Gin Gly Asp Arg Gly Pro Arg Ala 
705 710 715 

uli !£ C ? tg ? tC Su a C9C tgg cgg aaa ttc tgg ggc g ct ccc gtg act 
Val Phe Leu Leu Thr Arg Trp Arg Lys Phe Trp Gly Ala Pro Val Thr 
'20 725 730 

2*? ? tg ggg aac gtg gtc atg tac ttc 9 CC ttc etc ttc ctg ttc 
Val Phe Leu Gly Asn Val Val Met Tyr Phe Ala Phe Leu Phe Leu Phe 
7 35 740 745 

acc tac gtc ctg ctg gtg gac ttc agg ccg ccc ccc cag ggc ccc tea 
Thr Tyr Val Leu Leu Val Asp Phe Arg Pro Pro Pro Gin Gly Pro Ser 
750 755 760 765 

ggg ccc gag gtc acc etc tac ttc tgg gtc ttt acg ctg gtg ctg gag 
Gly Pro Glu Val Thr Leu Tyr Phe Trp Val Phe Thr Leu Val Leu Glu 
770 775 780 

gaa ate egg cag ggc ttc ttc aca gac gag gac aca cac ctg gtg aag 
Glu lie Arg Gin Gly Phe Phe Thr Asp Glu Asp Thr His Leu Val Lvs 
785 790 795 

aag ttc aca ctg tat gtg ggg gac aac tgg aac aag tgt gac atg gtg 
Lys Phe Tnr Leu Tyr Val Gly Asp Asn Trp Asn Lys Cys Asp Met Val 
800 805 810 

gcc ate tec ctg ttc ate gtg ggt gtc acc tgc agg atg ctg ccg teg 
Ala lie Pne Leu Phe lie Val Gly Val Thr Cys Arg Met Leu Pro Ser 
815 820 825 

^ Sf g 9 ? t ggC cgc acg gtc ctc gcc at 9 9ac ttc atg gtg ttc 
Ala Phe Glu Ala Gly Arg Thr Val Leu Ala Met Asp Phe Met Val Phe 



830 835 



840 845 



acg ctg egg ctg ate cat ate ttt gcc ata cac aag cag ctg ggc ccc 
Thr Leu Arg Leu He His He Phe Ala lie His Lyl Gin Leu Ify Pro 
850 855 860 
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aag ate ate gtg gta gag cgc atg aag ccc gtg tga 2628 
Lys lie lie Val Val Glu Arg Met Lys Pro Val * 
865 870 



<210> 4 
<211> 872 
<212> PRT 
10 <213> Homo sapiens 



<400> 4 



Aet Gin Asp Val Gin Gly Pro Arg Pro Gly Ser Pro Gly Asp Ala Glu 
1 5 10 15 

Asp Arg Arg Glu Leu Gly Leu His Arg Gly Glu Val Asn Phe Gly Gly 
20 20 25 30 

Ser Gly Lys Lys Arg Gly Lys Phe Val Arg Val Pro Ser Gly Val Ala 
35 40 45 

Pro Ser Val Leu Phe Asp Leu Leu Leu Ala Glu Trp His Leu Pro Ala 
25 50 55 60 



Pro Asn Leu Val Val Ser Leu Val Gly Glu Glu Gin Pro Phe Ala Met 
65 70 75 80 

30 Lys Ser Trp Leu Arg Asp Val Leu Arg Lys Gly Leu Val Lys Ala Ala 
85 90 95 

Gin Ser Thr Gly Ala Trp lie Leu Thr Ser Ala Leu Arg Val Gly Leu 
100 105 no 



35 



Ala Arg His Val Gly Gin Ala Val Arg Asp His Ser Leu Ala Ser Thr 
115 120 125 



Ser Thr Lys Val Arg Val Val Ala Val Gly Met Ala Ser Leu Gly Arg 
130 135 140 

40 

Val Leu His Arg Arg He Leu Glu Glu Ala Gin Glu Asp Phe Pro Val 
1*5 150 155 160 

His Tyr Pro Glu Asp Asp Gly Gly Ser Gin Gly Pro Leu Cys Ser Leu 
45 165 170 175 

Asp Ser Asn Leu Ser His Phe He Leu Val Glu Pro Gly Pro Pro Gly 
130 185 190 

^ Lys Gly Asp Gly Leu Thr Glu Leu Arg Leu Arg Leu Glu Lys His He 
195 200 205 

Ser Glu Gin Arg Ala Gly Tyr Gly Gly Thr Gly Ser He Glu He Pro 
210 215 220 

55 Val Leu Cys Leu Leu Val Asn Gly Asp Pro Asn Thr Leu Glu Arg He 
225 230 235 240 

Ser Arg Ala Val Glu Gin Ala Ala Pro Trp Leu He Leu Val Gly Ser 
245 250 255 

60 

Gly Gly He Ala Asp Val Leu Ala Ala Leu Val Asn Gin Pro His Leu 
260 265 270 



65 
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Leu Val Pro Lys Val Ala Glu Lys Gin Phe Lys Glu Lys Phe Pro Ser 
275 280 285 

Lys His Phe Ser Trp Glu Asp He Val Arg Trp Thr Lys Leu Leu Gin 
290 295 300 

Asn He Thr Ser His Gin His Leu Leu Thr Val Tyr Asp Phe Glu Gin 
305 310 315 320 

Glu Gly Ser Glu Glu Leu Asp Thr Val He Leu Lys Ala Leu Val Lys 
325 330 335 

Ala Cys Lys Ser His Ser Gin Glu Pro Gin Asp Tyr Leu Asp Glu Leu 
340 345 350 

Lys Leu Ala Val Ala Trp Asp Arg Val Asp He Ala Lys Ser Glu He 
355 360 365 

Phe Asn Gly Asp Val Glu Trp Lys Ser Cys Asp Leu Glu Glu Val Met 
370 375 360 

Val Asp Ala Leu Val Ser Asn Lys Pro Glu Phe Val Arg Leu Phe Val 
365 390 395 400 

Asp Asn Gly Ala Asp Val Ala Asp Phe Leu Thr Tyr Gly Arg Leu Gin 
405 410 415 

Glu Leu Tyr Arg Ser Val Ser Arg Lys Ser Leu Leu Phe Asp Leu Leu 
420 425 430 

Gin Arg Lys Gin Glu Glu Ala Arg Leu Thr Leu Ala Gly Leu Gly Thr 
435 440 445 

Gin Gin Ala Arg Glu Pro Pro Ala Gly Pro Pro Ala Phe Ser Leu His 
450 455 460 

Glu yal Ser Arg Val Leu Lys Asp Phe Leu Gin Asp Ala Cys Ara Glv 
465 470 475 480 

Phe Tyr Gin Asp Gly Arg Pro Gly Asp Arg Arg Arg Ala Glu Lys Gly 
485 490 495 

Pro Ala Lys Arg Pro Thr Gly Gin Lys Trp Leu Leu Asp Leu Asn Gin 
500 505 510 

Lys Ser Glu Asn Pro Trp Arg Asp Leu Phe Leu Trp .Ala Val Leu Gin 
515 520 525 

Asn Arg His Glu Met Ala Thr Tyr Phe Trp Ala Met Gly Gin Glu Gly 
530 535 540 

Val Ala Ala Ala Leu Ala Ala Cys Lys He Leu Lys Glu Met Ser His 
545 550 555 560 

Leu Glu Thr Glu Ala Glu Ala Ala Arg Ala Thr Arg Glu Ala Lys Tyr 
565 570 575 

Glu Arg Leu Ala Leu Asp Leu Phe Ser Glu Cys Tyr Ser Asn Ser Glu 
580 585 590 

Ala Arg Ala Phe Ala Leu Leu Val Arg Arg Asn Arg Cys Trp Ser Lys 
595 600 605 

Thr Thr Cys Leu His Leu Ala Thr Glu Ala Asp Ala Lys Ala Phe Phe 
610 615 620 
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Ala His Asp Gly Val Gin Ala Phe Leu Thr Arg He Trp Trp Gly Asp 
630 635 640 

Wet Ala Ala Gly Thr Pro He Leu Arg Leu Leu Gly Ala Phe Leu Cys 
645 650 655 

Pro Ala Leu Val Tyr Thr Asn Leu lie Thr Phe Ser Glu Glu Ala Pro 
560 665 670 

io Leu Arg Thr Gly Leu Glu Asp Leu Gin Asp Leu Asp Ser Leu Asp Thr 
675 680 685 

Glu Lys Ser Pro Leu Tyr Gly Leu Gin Ser Arg Val Glu Glu Leu Val 
690 695 7 00 

15 

Glu Ala Pro Arg Ala Gin Gly Asp Arg Gly Pro Arg Ala Val Phe Leu 
705 710 715 720 

Leu Thr Arg Trp Arg Lys Phe Trp Gly Ala Pro Val Thr Val Phe Leu 
20 725 730 735 

Gly Asn Val Val Met Tyr Phe Ala Phe Leu Phe Leu Phe Thr Tyr Val 
740 745 750 

25 LeU Leu *?l Asp Phe **Q Pro p ro Pro Gin Gly Pro Ser Gly Pro Glu 
755 760 765 

VaI LGU ^ PhS Trp Val Phe Thr Leu Val Glu Glu He Arg 

//u 775 780 

30 Gin Gly Phe Phe Thr Asp Glu Asp Thr His Leu Val Lys Lys Phe Thr 
785 790 795 boo 

Leu Tyr Val Gly Asp Asn Trp Asn Lys Cys Asp Met Val Ala He Phe 
8 °5 810 815 

Leu Phe He Val Gly Val Thr Cys Arg Met Leu Pro Ser Ala Phe Glu 
820 825 8 3o 

Ala Gly Arg Thr Val Leu Ala Met Asp Phe Met Val Phe Thr Leu Arg 
835 840 845 

Leu He His lie Phe Ala He His Lys Gin Leu Gly Pro Lys He lie 
850 855 860 

Val Val Glu Arg Met Lys Pro Val 
45 865 870 



40 



<210> 5 
<211> 19 
50 <212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



55 



<220> 

<223> Beschreibung der Joins tlichen Sequenz: Primer 
<400> 5 

gtgctgtctt cctgctcac 



60 <210> 6 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequen2 
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<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 
<400> 6 

tgacacccac gatgaacagg 



<210> 7 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 
<400> 7 

ggacttcatg gtgttcacgc 

<210> 8 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 
<400> S 

cgtggtactc cacaatcagg 

<210> 9 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 
<400> 9 

ccatgcagga tgtccaaggc 

<210> 10 
<211> 19 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer 
<400> 10 

tcaggcaaca caagtcagg 



Paten tanspriiche 

1 . DNA- Sequenz, die fur ein Protein (MTR1) mit einer der in Fig. 4 gezeigten Aminosauresequenzen codiert, wo- 
bei das Protein (MTR1) mindestens eine biologische Aktivitat eines Proteins der TRP-Familie aufweist und/oder an 
der Atiologie von BWS und/oder mit Ilpl5.5-Veranderungen assoziierten 'Rimoren in Zusammenhang steht. 

2. DNA-Sequenz nach Anspruch 1, die eine der in Fig. 4 gezeigten DNA-Sequenzen umfaBL 

3. DNA-Sequenz, die ein Protein mit den biologischen Hgenschaften von MTR1 oodiert, 

(a) die sich von der DNA-Sequenz von Anspruch 2 in der Codonsequenz aurgrund der Degeneration des ge- 
netischen Codes unterscheidet; 
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(b) die mit der DNA-Sequenz von Anspruch 2 oder 3(a) unter stringenten Bedingungen hybridisiert; 

(c) die zu der DNA-Sequenz nach Anspruch 2 oder 3(a) eine Homologie von mindestens 75% aufweist; oder 

(d) die ein Fragment, eine allelische Van ante oder eine andere Van ante der DNA-Sequenz von Anspruch 2 
oder 3(a) bis 3(c) isL 

5 4. DNA-Sequenz nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei das Protein an der Car^-Regulation innerhaib der Zelle 
beteiligt ist. 

5. Ribozym, dadurcb gekennzeichnet, daB es zu der DNA-Sequenz nach einem der Anspriiche 1 bis 4 komplemen- 
tar ist und an die von dieser DNA-Sequenz transkribierte RNA spezifisch binden und diese spalten kann, woduich 
die Synthese des von dieser DNA-Sequenz codierten Proteins verringert oder gehemmt wird. 
10 6. Antisense-RNA, dadurch gekennzeichnet, daB sie zu der DNA-Sequenz nach einem der Anspruche 1 bis 4 kom- 

plementar ist und an die von dieser DNA-Sequenz transkribierte RNA spezifisch binden kann, wodurch die Syn- 
these des von dieser DNA-Sequenz codierten Proteins verringert oder gehemmt wird. 

7. Expressionsvektor, die DNA-Sequenz nach einem der Anspriiche 1 bis 4 oder die das Ribozym nach Anspruch 5 
oder die Antisense-RNA nach Anspruch 6 codierendeDNA enthaltend 
15 8. Wirtszelle, die mit dem Expressionsvektor nach Anspruch 7 transformiert ist 

9. MTR1 -Protein, Fragment oder Protein mit dessen biologischer Aktivitat, das von der DNA-Sequenz nach einem 
der Anspriiche 1 bis 4 codiert wird. 

10. MTR1 -Protein nach Anspruch 9, das die in Fig* 4 gezeigte Aminosauresequenz umfaBt 

11. Verfahren zur Herstellung eines MTR1 -Proteins oder eines Proteins mit dessen biologischer Aktivitat, das die 
20 Ziichtung der Wirtszelle nach Anspruch 8 unter geeigneten Bedingungen und die Gewinnung des Proteins aus der 

Zelle oder dem Zuchtmedium umfaBt 

12. Antikorper oder Fragment davon, der (das) an das MTR1 -Protein oder ein Protein mit dessen biologischer Ak- 
tivitat nach Anspruch 9 oder 10 spezifisch bindet 

13. Arzneimittel, das eine DNA-Sequenz nach einem der Anspruche 1 bis 4, das Ribozym nach Anspruch 5, die 
25 Antisense-RNA nach Anspruch 6, den Expressionsvektor nach Anspruch 7, das MTRl-Protein oder Protein mit 

dessen biologischer Aktivitat nach Anspruch 9 oder 10 oder den Antikorper nach Anspruch 12 oder das Fragment 
davon enthalL 

14. Verwendung der DNA-Sequenz nach einem der Anspruche 1 bis 4, des Ribozyms nach Anspruch 5, der Anti- 
sense-RNA nach Anspruch 6, des Expressionsvektors nach Anspruch 7, des MTRl-Proteins oder des Proteins mit 

30 dessen biologischer Aktivitat nach Anspruch 9 oder 10 oder des Antikorpers nach Anspruch 12 oder des Fragments 

davon zur Prevention oder Behandlung von Erkrankungen, die mit einer veranderten Expression der MTR1 codie- 
renden DNA-Sequenz, einer veranderten Aktivitat des MTRl-Proteins oder einer fehlerhaften Regulation des Ca 2+ - 
Eintritts in die Zellen assoziiert sind. 

15. Diagnoseverfahren zum Nachweis einer eventuell gestorten MTR1 -Expression, bei dem man eine Probe mit 
35 der DNA-Sequenz nach einem der Anspriiche 1 bis 4 oder dem Antikorper nach Anspruch 12 oder des Fragments 

davon in Beriihrung bringt und direkt oder indirekt bestimmt, ob sich die Konzentration, Lange und/oder Sequenz 
des MTRl-Proteins oder der dieses Protein codierenden mRNA im \fergleich zu einer Kontrollprobe un terse he iden. 

16. Diagnostischer Kit zur Durchfuhrung des Verfahrens nach Anspruch 15, der die DNA-Sequenz nach einem der 
Anspruche 1 bis 4 und/oder den Antikorper nach Anspruch 12 oder das Fragment davon entbilL 

40 . 

Hierzu 9 Seite(n) Zeichnungen 
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